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(Actos cuya publicacién es una condicién para su aplicabilidad)

DIRECTIVA 2001/59/CE DE LA COMISION
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 aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION 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 aproximacién de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas en materia de clasificacion,
embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas ('), cuya
tltima modificacién la constituye la Directiva 2000/33/CE ()
y, en particular, su articulo 28,

Considerando lo siguiente:

e

El anexo I de la Directiva 67/548/CEE contiene una lista
de sustancias peligrosas, junto con detalles sobre los
procedimientos de clasificacion y etiquetado de cada sus-
tancia. Los conocimientos cientificos y técnicos actuales
indican que debe adaptarse al progreso técnico la lista
de sustancias peligrosas de dicho anexo. Los cuadros A
y B del prélogo al anexo I requieren explicitamente la
inclusién de la nomenclatura finlandesa y sueca. Ciertas
versiones lingiiisticas de la Directiva requieren correccio-
nes técnicas en secciones concretas del prélogo al anexo
I. Conviene publicar una versién actualizada y refundida
del prologo al anexo I Por otra parte, la lista debe
actualizarse incluyendo las nuevas sustancias notificadas
y otras sustancias existentes; la identidad, nomenclatura,
clasificacion, etiquetado y/o limites de concentracién de
ciertas sustancias deberd modificarse incluyendo los nue-
vos conocimientos técnicos; las entradas correspondien-
tes a tres sustancias deben eliminarse de la lista, ya que
estan cubiertas por otras entradas.

El anexo II de la Directiva 67/548/CEE contiene una
lista de simbolos 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 sefialan el
tipo de riesgo especial que suponen las sustancias y pre-

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

parados peligrosos. El anexo IV de la Directiva
67/548/CEE incluye una relacion de frases que contie-
nen consejos de prudencia sobre las sustancias y prepa-
rados peligrosos. Los anexos II, Il y IV requieren la
inclusién de las redacciones en finés y en sueco. Ciertas
versiones lingiiisticas de la Directiva requieren correccio-
nes técnicas en secciones concretas de los anexos II, 111 y
IV. Es conveniente publicar una versién actualizada y
refundida de los anexos II, Il y IV.

El articulo 1 de la Directiva 1999/33/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo (°) permitié 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-
cinégenas, categorfa 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-
cindgenos, sustancias de la categorfa 3. Deberd afiadirse
una nueva frase R-68 al anexo III, con el texto original
de la frase R40 para la clasificacion y el etiquetado de
las sustancias mutagénicas de la categoria 3 y nocivas
que figuran en el anexo . Por consiguiente, la clasifica-
cién y etiquetado y los limites de concentracién del
anexo I que incluyen la frase R40 deberdn revisarse en
cuanto a los mutagénicos de la categorfa 3 y las sustan-
cias nocivas.

El anexo V de la Directiva 67/548/CEE establece los
métodos de determinacién de las propiedades fisicoqui-
micas, la toxicidad y la ecotoxicidad de las sustancias y
preparados. Es necesario adaptar dicho anexo al pro-
greso técnico. Conviene reducir al minimo el nimero de
animales utilizados en los experimentos de acuerdo con
la Directiva 86/609/CEE del Consejo (*). Por lo tanto,
deberd eliminarse el capitulo 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, deberdn
revisarse los métodos de los capitulos B.26 y B.27 apli-
cados para la toxicidad oral subcrénica y deberdn afia-
dirse al anexo V los capitulos C.14 a C.20, sobre toxici-

() DO L 199 de 30.7.1999, p. 57.

() DO L 358 de 18.12.1986, p. 1.
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dad medioambiental. Determinadas versiones lingiiisticas
requieren correcciones en secciones especificas del
anexo V.

El anexo VI de la Directiva 67/548/CEE contiene una
guia para la clasificacién y etiquetado de las sustancias y
preparados peligrosos. Es necesario adaptar dicho anexo
al progreso técnico. Determinadas versiones lingiiisticas
de la Directiva requieren correcciones técnicas en seccio-
nes concretas del anexo VI Secciones concretas requie-
ren la publicacién en finés y sueco. Es conveniente
publicar una versién 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 aproximacién de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificacién, embalaje y etiquetado de los
preparados peligrosos (1).

De conformidad con las disposiciones de la Directiva
67/548/CEE, toda nueva sustancia comercializada deberd
notificarse a las autoridades competentes de los Estados
miembros mediante una notificacién que contenga
determinados datos y un expediente técnico. En el caso
de las sustancias suministradas y posteriormente consu-
midas en una reaccién quimica que estdn estrictamente
controladas (sustancias intermedias de exposicién limita-
da), estd justificado y resulta adecuado desde el punto de
vista técnico definir un conjunto de ensayos simplifica-
do. Los progresos técnicos actuales pueden garantizar la
exposicion minima de las personas y el medio ambiente
mediante la contencién rigurosa del proceso.

El expediente técnico deberd contener un conjunto de
ensayos para las sustancias intermedias de exposicién
limitada que suministrarfa la informacién necesaria para
evaluar el riesgo previsible que comportan para el hom-
bre y el medio ambiente. El anexo VII deberd especificar
el contenido del expediente técnico y el anexo VIII
debera detallar las pruebas y los estudios adicionales que
pueden requerirse en el caso de las sustancias interme-
dias de exposicién limitada comercializadas en mayores
volimenes.

Puede resultar necesario revisar los criterios para la noti-
ficacion de sustancias intermedias de exposicion 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-
cificos fijados en la presente Directiva.

Las medidas adoptadas en la presente Directiva se ajus-
tan al dictamen del Comité de adaptaciéon 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:

Articulo 1

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

() DO L 200 de 30.7.1999, p. 1.

1.

El anexo I quedard modificado como sigue:

a)

los cuadros A y B del prélogo al anexo I deberdn
incluir las nomenclaturas en finés y sueco. Determina-
das versiones lingiiisticas de la Directiva deberdn incluir
correcciones técnicas en secciones concretas del pro-
logo y los cuadros A y B. El prélogo que incluye los
cuadros A y B quedard sustituido por el anexo 1A de
la presente Directiva;

las entradas correspondientes serdn sustituidas por las
entradas del anexo 1B de la presente Directiva;

se afiadirdn las entradas que figuran en el anexo 1C de
la presente Directiva;

se suprimirdn las entradas que figuran en el anexo 1D
de la presente Directiva;

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

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

la entrada incluida en el anexo 1G a esta Directiva se
modificard reemplazando las referencias de limite de
concentracion a «Xn; R40/20/21/22» por Xn;
R68/20/21/22»;

la entrada incluida en el anexo 1H a esta Directiva se
modificard reemplazando las referencias de limite de
concentracién a «Xn; R20/21/22-40/20/21/22» por
«Xn; R20/21/22-68/20/21/22>;

las entradas incluidas en el anexo 1I a la presente
Directiva se modificardn reemplazando las referencias
de clasificacién a «Muta. Cat. 3; R40» por «Muta. Cat.
3: R68»;

las entradas incluidas en el anexo 1] a la presente
Directiva se modificardn reemplazando las referencias
de clasificacion a «Muta. Cat. 3; R40» por «Muta. Cat.
3; R68» y afiadiendo R68 en la etiqueta.

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

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

El anexo IV deberd incluir las versiones en sueco y en finés
y las correcciones técnicas de determinadas versiones lin-
giifsticas. Consiguientemente, el anexo IV se sustituird por
el anexo 4 de la presente Directiva.
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5. El anexo V se modificard como sigue:
a) se suprimird el capitulo B.1;

b) el titulo del capitulo B13/14 de la version inglesa se
sustituird por el texto del anexo 5A;

¢) la dltima frase del apartado 1.4.2.2 del capitulo B.39
de la version francesa se sustituird por el texto del
anexo 5B;

d) la ecuacién de la dltima frase del apartado 1.7.1.6 del
capitulo B.41 de la versién inglesa se sustituird por el
texto del anexo 5C;

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

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

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

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

7. El anexo VILA deberd incluir un expediente técnico con un
conjunto de ensayos para sustancias intermedias de exposi-
cién limitada con la informacién necesaria para evaluar su
riesgo previsible para el hombre y el medio ambiente. Con-
siguientemente, el anexo VILA quedard modificado como
sigue:

a) el texto del anexo 7A de la presente Directiva se inser-
tard antes de la seccién 0 del anexo VILA;

b) el texto del anexo 7B de la presente Directiva se inser-
tard al final del anexo VILA;

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

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

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

Articulo 2

1. Los Estados miembros adoptardn y publicardn las disposi-
ciones legales, reglamentarias y administrativas necesarias para
cumplir la presente Directiva a mds tardar el 30 de julio de
2002. Informardn inmediatamente de ello a la Comision.

2. Los Estados miembros aplicardn 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 dmbito de aplicacién de la
Directiva 91/414/CEE del Consejo (') o la Directiva
98/8/CE del Parlamento Europeo y el Consejo ();

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

Informardn inmediatamente de ello a la Comisidon.

Cuando los Estados miembros adopten las disposiciones con-
templadas en el apartado 1, éstas hardn referencia a la presente
Directiva o irdn acompafiadas de dicha referencia en su publi-
cacién oficial. Los Estados miembros establecerdn las modalida-
des de la mencionada referencia.

3. Los Estados miembros comunicarin a la Comisién el
texto de las disposiciones bdasicas de Derecho interno que
adopten en el dmbito regulado por la presente Directiva y un
cuadro de correspondencias de las disposiciones de Derecho
interno adoptadas con la presente Directiva.

Articulo 3

La presente Directiva entrard en vigor el tercer dia siguiente al
de su publicacién en el Diario Oficial de las Comunidades Euro-
peas.

Articulo 4
Los destinatarios de la presente Directiva serdn los Estados

miembros.

Hecho en Bruselas, el 6 de agosto de 2001.

Por la Comision
Margot WALLSTROM

Miembro de la Comisién

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

PROLOGO AL ANEXO I

Introducciéon

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

Numeracién de las sustancias

En el anexo I, las sustancias estdn clasificadas por el nimero atémico del elemento mds caracteristico de sus propieda-
des. En la tabla A figura una lista de elementos quimicos clasificados por su niimero atémico. Dada su variedad, las sus-
tancias orgdnicas se han clasificado de la forma habitual, como aparece en la tabla B.

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

— ABC representa, bien el nimero atémico del elemento quimico mds caracteristico (precedido de uno o dos ceros,
para completar la secuencia), bien el ndmero convencional de la clasificacién de sustancias orgdnicas,

— RST representa el nimero 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 nimero de clasificacién del cloruro sédico es 017-005-00-9.

Las sustancias peligrosas incluidas en el Catdlogo europeo de sustancias quimicas comercializadas existentes (Einecs)
(DO C 146 A de 15.6.1990) llevan también su ndmero Einecs. Se trata de un ntimero de siete digitos 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 nimero de
la sustancia en la Lista europea de sustancias notificadas (Elincs). Este es un niimero de siete digitos del tipo XXX-XXX-X
que comienza por el 400-010-9.

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

Se incluye también el nimero CAS (Chemical Abstracts Service) para facilitar la identificacién de la sustancia. Nétese
que el ndmero Einecs incluye la forma anhidra y la forma hidratada de una sustancia y que el nimero CAS de ambas
formas suele ser distinto. Se incluye solamente el nimero CAS de la forma anhidra, de modo que el niimero CAS que
aparece no describe la sustancia con la misma precisién que el nimero Einecs.

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

Nomenclatura

Siempre que ello es posible, las sustancias peligrosas se designan por sus nombres Einecs, Elincs o «ex polimero». Las
demds sustancias que no aparecen en las listas Einecs, Elincs o de «ex polimeros» se designan empleando una denomina-
cién quimica reconocida internacionalmente (por ejemplo, ISO o IUPAC). En algunos casos se incluye ademds su deno-
minacién comun.

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

Algunas sustancias se describen como mezcla de A y B. Estas entradas se refieren a una mezcla especifica. 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 especifico de pureza. Las sustancias cuyo contenido de material
activo es mayor (por ejemplo, un perdxido orgdnico) no se incluyen en la entrada del anexo I, y pueden presentar otras
propiedades peligrosas (por ejemplo, ser explosivas). Alli donde figuran limites especificos de la concentracién, 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 especifico de pureza, los limites se aplican a la sustancia tal
y como se describe en el anexo 1y no a la sustancia pura.

La letra a) del apartado 2 del articulo 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 informacién adicional entre corchetes para facilitar la identificacion de las sustancias.
No es obligatorio incluir esa informacién adicional en el etiquetado.

Algunas entradas contienen una referencia a impurezas. Un ejemplo es el nimero del indice 607-190-00-X: metil acrila-
midometoxiacetato (contiene > 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 nimero del indice 006-007-00-5: «cianuro
de hidrégeno (sales de ...) con la excepcidn de cianuros complejos tales como los ferrocianuros, ferricianuros y el oxi-
cianuro merctrico». En estos casos, debe utilizarse la denominacién Einecs u otro nombre reconocido internacionalmen-
te.

Formato de las entradas
En relacién con cada una de las sustancias del anexo I, aparece la informacion siguiente:

a)  Clasificacién

i)  El procedimiento de clasificacion consiste en incluir una sustancia en una o varias categorfas de peligro [segin
las definiciones del apartado 2 del articulo 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 clasificacion tiene consecuencias no solo para el etiquetado,
sino también para otras medidas legislativas y reglamentarias relacionadas con sustancias peligrosas.

ii) La clasificacion en cada categoria de peligro se expresa normalmente mediante una abreviatura de la categoria
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.

ili) Se indica a continuacién la abreviatura de cada una de las categorias de peligro:
— explosivo: E
— comburente: O
— extremadamente inflamable: F+
— fdcilmente inflamable: F
— inflamable: R10
— muy téxico: T+
— toxico: T
— nocivo: Xn
— corrosivo: C
— irritante: Xi
— sensibilizante: R42 y[o R43
— carcinogénico: Carc. Cat. (*)
— mutagénico: Muta. Cat. ()
— téxico para la reproduccién: Repr. Cat. (1)

— peligroso para el medio ambiente: N yjo R52, R53, R59.

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

(1) Se indica, segin proceda, la categoria de carcindgeno, mutdgeno o toxico para la reproduccion (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 articulo 23],
la cual sirve de abreviatura del simbolo y de la indicacion de peligro (si han sido asignados);

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

— bien mediante un guién (), que indica afirmaciones independientes referidas a riesgos especiales (R),

— o bien mediante una barra inclinada (J), que indica una afirmacién combinada, en una tnica frase, de los
riesgos especiales, tal y como se expone en el anexo III;

ili) las frases de prudencia, denotadas por una serie de nimeros precedidos de la letra S, que indican las precaucio-
nes de seguridad recomendadas, conforme al anexo IV [véase la letra ¢) del apartado 2 del articulo 23]. Una
vez mads, los ndmeros van separados, bien por un guién, 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 sé6lo se
refieren a las sustancias; para los preparados, las frases se eligen de acuerdo con las normas habituales.

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

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

Las frases S2 y S46 son obligatorias para todas las demds sustancias y preparados peligrosos vendidos al
publico en general o que se han clasificado Gnicamente 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.

¢) Los limites de concentracion y las clasificaciones toxicoldgicas 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 limites de concentracién estdn expresados como el porcentaje en peso de
la sustancia respecto al peso total del preparado.

Cuando no se den limites de concentracion, los limites de concentracién que deberdn 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 deberdn emplearse los limites que figuran en
el anexo Il de esa misma Directiva.

Notas explicativas generales

Grupos de sustancias

En el anexo [ se incluyen una serie de entradas colectivas. En estos casos, los requisitos de clasificacion y etiquetado se
aplicardn a todas las sustancias comercializadas cubiertas por la descripcion 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 clasificacion y etiquetado descritos en la entrada colectiva se tendrdn en cuenta al etiquetar la sustancia.

En algunos casos, hay requisitos de clasificacién y etiquetado para sustancias especificas cubiertas por una entrada colec-
tiva. En tales casos, en el anexo I se incluird una entrada especifica para la sustancia excepcional, y la entrada colectiva
llevard la anotacién «salvo las excepciones indicadas en otro lugar de este anexo».

En algunos casos, sustancias individuales pueden estar cubiertas por mds de una entrada colectiva. Asi, por ejemplo, el
oxalato de plomo (ndmero Einecs 212-413-5) estd cubierto por la entrada de compuestos de plomo (niimero del indice
082-001-00-6), asi como por la de sales de dcido oxdlico (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 utilizard en
la etiqueta de esa sustancia concreta (véase el apartado sobre la nota A que figura a continuacién) la clasificacién que
sea mds severa.

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

En el anexo I, las sustancias con niimero 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 intencién de comercializar dichas sustancias.

Explicacién de las notas relacionadas con la identificacién, clasificacién 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 articulo 23].

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

Ejemplo: para BeCl, (niimero Einecs 232-116-4): cloruro de berilio.

La Directiva exige también que los simbolos, 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 articulo 23].

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

En el caso de las sustancias pertenecientes a mds de un grupo de sustancias incluidas en el anexo I, los simbolos, las
indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustancia serdn 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 usard la cla-
sificacion de peligro mds severa.

Ejemplo:
sustancia AB, sin entrada propia en el anexo [:

entrada colectiva para compuestos de A que figura en el anexo L

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

clasificacién 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 (écidos, 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 concentracion.

En las entradas del anexo I a las que se refiere la nota B se emplea una denominacién general del tipo: «cido nitrico
... %0

En tal caso, el fabricante o cualquier otra persona que comercialice la sustancia en solucion acuosa deberd indicar en la
etiqueta la concentracion de la solucién en tanto por ciento.

Ejemplo: dcido nitrico 45 %.

La expresion en tanto por ciento se entenderd siempre como peso/peso, excepto si explicitamente se especifica otra
cosa.

Se permitird la utilizacion de otros datos (por ejemplo, peso especifico o grado Baumé) o de frases descriptivas (por
ejemplo, fumante o glacial).
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Nota C

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

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

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

Fjemplo: a) 2,4-dimetilfenol

b) xilenol (mezcla de isémeros).

Nota D

Ciertas sustancias susceptibles de experimentar una descomposicion o polimerizacion espontdnea se suelen comerciali-
zar en forma estabilizada y asi 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 deberd especificar en la etiqueta el nombre de la sustancia
seguido de la expresion o estabilizado/a».

Ejemplo: dcido metacrilico (no estabilizado).

Nota E

A las sustancias con efectos especificos sobre la salud humana (véase el capitulo 4 del anexo VI) que se clasifican como
carcinogénicas, mutagénicas y/o toxicas para la reproduccion en las categorfas 1 o 2 se les adscribe la nota E si estin
también clasificadas como muy téxicas (T+), téxicas (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, asi como todas las
combinaciones de estas frases de riesgo, irdn precedidas de la palabra «también».

Ejemplos: R45-23 «Puede causar cdncer. También toxico por inhalacién»

R46-27/28  «Puede causar dafios genéticos hereditarios. También muy téxico en contacto con la piel
y por ingestién».

Nota F

Esta sustancia puede contener un estabilizante. Si el estabilizante cambia las propiedades peligrosas de la sustancia segtin
se indica en la etiqueta del anexo I, la etiqueta deberd 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 clasificacion y el etiquetado que figura para esta sustancia sélo se aplica a la propiedad o propiedades peligrosas indi-
cadas por la frase de riesgo en combinacién con la categoria o categorias enumeradas. Los requisitos del articulo 6 de
la Directiva para los fabricantes, distribuidores e importadores de esta sustancia se aplican a todos los demds aspectos
de la clasificacién y del etiquetado. La etiqueta final se ajustard a los requisitos del apartado 7 del anexo VI de la Directi-
va.

La presente nota se aplica a determinadas sustancias derivadas del carbon y del petrdleo y a determinadas entradas para
grupos de sustancias incluidas en el anexo 1.

Nota |

No es necesario aplicar la clasificacion como carcindgeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,1 % en peso de benceno (ntimero Einecs 200-753-7). Esta nota sélo se aplica a determinadas sustancias complejas
derivadas del carbén y del petréleo incluidas en el anexo 1.



21.8.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 225/9

Nota K

No es necesario aplicar la clasificacién como carcindgeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,1 % en peso de 1,3-butadieno (nimero Einecs 203-450-8). Si la sustancia no estd clasificada como carcindgeno, debe-
ran aplicarse como minimo las frases S (2-)9-16. Esta nota s6lo se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas
del carbén y del petréleo incluidas en el anexo L

Nota L

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

Nota M

No es necesario aplicar la clasificacion como carcindgeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,005 % en peso de benzo[a]-pireno (niimero Einecs 200-028-5). Esta nota s6lo se aplica a determinadas sustancias
complejas derivadas del carbén incluidas en el anexo 1.

Nota N

No es necesario aplicar la clasificacién como carcindgeno 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 carcindgeno. Esta nota s6lo se aplica a deter-
minadas sustancias complejas derivadas del petréleo incluidas en el anexo I.

Nota P

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

Cuando la sustancia esté clasificada como carcinégeno, se aplicard asimismo la nota E.
Cuando la sustancia no esté clasificada como carcindgeno, se aplicarin como minimo las frases S (2-)23-24-62.

Esta nota sélo se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas del petréleo incluidas en el anexo L.

Nota Q

La clasificaciéon como carcindgeno no serd necesaria, si puede demostrarse que la sustancia cumple una de las condicio-
nes siguientes:

— en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante inhalacion, se demuestra que las fibras cuya longitud es
superior a 20 pm tienen una vida media ponderada inferior a diez dias, o bien

— en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante instilacién intratraqueal, se demuestra que las fibras cuya
longitud es superior a 20 pum tienen una vida media ponderada inferior a cuarenta dias, o bien

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

— ausencia de efectos patdgenos relevantes o cambios neopldsticos en un ensayo de inhalacion adecuado de larga
duracién.

Nota R

La clasificacién como carcindgeno no tiene por qué aplicarse a las fibras cuyo didmetro medio geométrico ponderado
por la longitud menos dos errores geométricos estandar sea superior a 6 pm.

Nota S

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

El significado de las notas que aparecen junto a los limites de concentracion es el siguiente:

Nota 1

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

Nota 2

La concentracién de isocianato sefialada es el porcentaje en peso del monémero libre, calculado con respecto al peso
total del preparado.

Nota 3

La concentracion sefialada 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 serdn clasificados como nocivos con R 65 si cumplen los criterios del
punto 3.2.3 del anexo VI

Nota 5

Los limites de concentracion para los preparados gaseosos se expresardn como porcentaje de volumen/volumen.

Nota 6

A los preparados que contengan esas sustancias se les asignard R 67 si cumplen los criterios del punto 3.2.8 del anexo
VL

Esta nota no serd de aplicacion a partir de la fecha en la cual entren en vigor los criterios de utilizacion 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 — ITINAKAYX A — TABLE A — TABLEAU A — TABELLA A — TABEL A —
TABELA A — TABELL A — TAULUKKO A

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

Liste der chemischen Elemente, geordnet nach der Ordnungszahl (Z)
Katdhoyog xnukov otoigsiov tafvopnuivov edpgova pe tov atopiko toug apidpo (Z)
List of chemical elements listed according to their atomic number (Z)
Liste des éléments chimiques classés selon leur numéro atomique (Z)
Elenco degli elementi chimici ordinati secondo il loro numero atomico (Z)
Lijst van chemische elementen, gerangschikt naar atoomgewicht (Z)
Lista dos elementos quimicos ordenados segundo o seu niimero atémico (Z)
Lista over grundimnen, ordnade efter deras atomnummer (Z)
Alkuaineiden luettelo jirjestysluvun mukaan (Z)
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TABLA B — TABEL B — TABELLE B — IIINAKAYX B — TABLE B — TABLEAU B — TABELLA B — TABEL B — TABELA B — TABELL B —

601

602

603

604

Hidrocarburos
Carbonhydrider (kulbrinter)
Kohlenwasserstoffe
Y&poyovavdpaxes
Hydrocarbons
Hydrocarbures
Idrocarburi
Koolwaterstoffen
Hidrocarbonetos
Kolviten

Hiilivedyt

Hidrocarburos halogenados

Halogensubstituerede carbonhydrider

Halogen-Kohlenwasserstoffe

Aloyovomapaywya udpoyovavipakaey

Halogenated hydrocarbons

Dérivés halogénés des hydrocarbures

Derivati idrocarburi alogenati
Gehalogeneerde koolwaterstoffen
Hidrocarbonetos halogenados
Halogenerade kolviten
Halogenoidut hiilivedyt

Alcoholes y derivados
Alkoholer og deres derivater
Alkohole und ihre Derivate
ANkoOAEG Kat mapiywyd Toug
Alcohols and their derivatives
Alcools et dérivés

Alcoli e derivati

Alcoholen en derivaten
Alcoois e derivados
Alkoholer och deras derivat
Alkoholit ja niiden johdannaiset

Fenoles y derivados
Phenoler og deres derivater
Phenole und ihre Derivate
Davoles kaL maplywyd Toug
Phenols and their derivatives
Phénols et dérivés

Fenoli e derivati

Fenolen en derivaten

Fendis e derivados

Fenoler och deras derivat
Fenolit ja niiden johdannaiset

TAULUKKO B

Clasificacion especial para las sustancias orgdnicas

Serlig inddeling af organiske stoffer
Spezielle Anordnung fiir die organischen Stoffe
Eiduki) tafwvopnen tev opyavikdv oveibv
Special classification for organic substances

Classification particuliére aux substances organiques
Classificazione speciale per le sostanze organiche

Speciale indeling voor de organische stoffen

Classificagdo especial para as substincias orginicas

Sidrskild indelning av organiska imnen
Erityisryhmiit orgaanisille aineille

605

606

607

608

Aldehidos y derivados
Aldehyder og deres derivater
Aldehyde und ihre Derivate
ANSelideg kar mapaywyd Toug
Aldehydes and their derivatives
Aldéhydes et dérivés

Aldeidi e derivati

Aldehyden en derivaten
Aldeidos e derivados
Aldehyder och deras derivat
Aldehydit ja niiden johdannaiset

Cetonas y derivados

Ketoner og deres derivater
Ketone und ihre Derivate
Ketoveg kat mapaywyd toug
Ketones and their derivatives
Cétones et dérivés

Chetoni e derivati

Ketonen en derivaten
Cetonas e derivados

Ketoner och deras derivat
Ketonit ja niiden johdannaiset

Acidos orgdnicos y derivados

Organiske syrer og deres derivater
Organische Sduren und ihre Derivate

Opyavikd oEéa kat mapayeya Toug

Organic acids and their derivatives

Acides organiques et dérivés
Acidi organici e derivati
Organische zuren en derivaten
Acidos organicos e derivados
Organiska syror och deras derivat

Orgaaniset hapot ja niiden johdannaiset

Nitrilos
Nitriler
Nitrile
Nitpihia
Nitriles
Nitriles
Nitrili
Nitrillen
Nitrilos
Nitriler
Nitriilit
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609 Derivados nitrados 615 Cianatos e isocianatos
Nitroforbindelser Cyanater og isocyanater
Nitroverbindungen Cyanate und Isocyanate
Nrtpoevaoeig Kuavikéc kar 100KUAVIKEG EVOOEIS
Nitro compounds Cyanates and isocyanates
Dérivés nitrés Cyanates et isocyanates
Nitroderivati Cianati e isocianati
Nitroverbindingen Cyanaten en isocyanaten
Derivados nitrados Cianatos e isocianatos
Kviveforeningar Cyanater och isocyanater
Nitroyhdisteet Syanaatit ja isosyanaatit
610 Derivados cloronitrados 616 Amidas y derivados
Chlornitroforbindelser Amider og deres derivater
Chlornitroverbindungen Amide und ihre Derivate
XN0pOVITPOEVAHTELG Apidia kan mapaywyd toug
Chloronitro compounds Amides and their derivatives
Dérivés chloronitrés Amides et dérivés
Cloronitro derivati Ammidi e derivati
Chloornitroverbindingen Amiden en derivaten
Derivados cloronitrados Amidas e derivados
Klornitroféreningar Amider och deras derivat
Kloorinitroyhdisteet Amidit ja niiden johdannaiset
611 Derivados azoicos y azoxi 617 Peréxidos orgénicos
Azoxy- og azoforbindelser Organiske peroxider
Azoxy- und Azoverbindungen Organische Peroxide
Alwéu- kar alw-evaoelg Opyavika unepogeidia
Azoxy- and azo compounds Organic peroxides
Dérivés azoxy et azoiques Peroxydes organiques
Azossi- e azoderivati Perossidi organici
Azoxy- en azoverbindingen Organische peroxiden
Derivados azoxi e azoicos Peréxidos organicos
Azoxi- och azof6reningar Organiska peroxider
Atsoksi- ja atsoyhdisteet Orgaaniset peroksidit
612 Derivados aminados 647 Enzimas
Aminer Enzymer
Aminoverbindungen Enzyme
Apwvoevooeig ‘Evlupa
Amine compounds Enzymes
Dérivés aminés Enzymes
Aminoderivati Enzimi
Aminoverbindingen Enzymen
Derivados aminados Enzimas
Aminer Enzymer
Amiiniyhdisteet Entsyymit
613 Bases heterociclicas y derivados 648 Sustancias complejas derivadas del carbén
Heterocykliske baser og deres derivater Komplekse kulderivater
Heterocyclische Basen und ihre Derivate Aus Kohle abgeleitete komplexe Stoffe
Etepokuihikés faoeig kar mapaywyd toug SUpPMAOKEG OUGIEG Tapayopeves and avpaka
Heterocyclic bases and their derivatives Complex substances derived from coal
Bases hétérocycliques et dérivés Substances complexes dérivées du charbon
Basi eterocicliche e derivati Sostanze complesse derivate dal carbone
Heterocyclische basen en hun derivaten Complexe steenkoolderivaten
Bases heterociclicas e derivados Substancias complexas derivadas do carvdo
Heterocykliska baser och deras derivat Komplexa kolderivat
Heterosykliset emékset ja niiden johdannaiset Monimutkaiset hiilijohdannaiset
614 Glucésidos y alcaloides 649 Sustancias complejas derivadas del petréleo

Glycosider og alkaloider
Glycoside und Alkaloide
TwkoCitec kar alkaloedn
Glycosides and alkaloids
Glucosides et alcaloides
Glucosidi e alcaloidi
Glycosiden en alkaloiden
Glicésidos e alcalbides
Glykosider och alkaloider
Glykosidit ja alkaloidit

Komplekse oliederivater

Aus Erdol abgeleitete komplexe Stoffe
SUPMAOKEG OUOLEG MAPAYOHEVES and METPEALO
Complex substances derived from petroleum
Substances complexes dérivées du pétrole
Sostanze complesse derivate dal petrolio
Complexe aardoliederivaten

Substancias complexas derivadas do petrdleo
Komplexa oljederivat

Monimutkaiset 6ljyjohdannaisetgo 1



21.8.2001 Diario Oficial de las Comunidades Europeas L 225/19
650 Sustancias diversas

Diverse stoffer
Verschiedene Stoffe
Awipopeg ousieg
Miscellaneous substances
Substances diverses
Sostanze diverse
Diversen

Substancias diversas
Diverse amnen

Muut aineet
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601-050-00-1

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

048-003-00-6
048-004-00-1
048-005-00-7

ANEXO 1D

N° indice

609-017-00-3

ANEXO 1E

N° indice

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

ANEXO 1F

N° indice

048-007-00-8
602-025-00-8
603-029-00-2

ANEXO 1G

N° indice

015-015-00-8

613-006-00-9

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

603-066-00-4
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ANEXO 1H
N° indice

603-001-00-X

ANEXO 11
N° indice

016-023-00-4 605-020-00-9 611-001-00-6
601-048-00-0 609-007-00-9 612-035-00-4
603-063-00-8 609-049-00-8 612-051-00-1

ANEXO 1)
Ne indice

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

ANEXO II — BILAG II — ANHANG II — ITAPAPTHMA II — ANNEX II — ANNEXE II — ALLEGATO II — BIJLAGE II
— ANEXO II — LITE II — BILAGA 1I

ANEXO II

Simbolos e indicaciones de peligro de las sustancias y preparados peligrosos

BILAG II

Faresymboler og farebetegnelser for farlige stoffer og praeparater

ANHANG II

Gefahrensymbole und -bezeichnungen fiir gefihrliche Stoffe und Zubereitungen

ITAPAPTHMA 11

TopPola kar evdeifers kvdivou yia emxivduves ovoieg kar mapaokevdopata

ANNEX II

Symbols and indications of danger for dangerous substances and preparations

ANNEXE I

Symboles et indications de danger des substances et préparations dangereuses

ALLEGATO II

Simboli e indicazioni di pericolo delle sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE II

Gevaarsymbolen en -aanduidingen van gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO II

Simbolos e indicacdes de perigo das substincias e preparacdes perigosas

LIITE I

Varoitusmerkit ja niiden nimet vaarallisille aineille ja valmisteille

BILAGA I

Farosymboler och farobeteckningar for farliga imnen och beredningar
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Nota: Las letras E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi y N no forman parte del simbolo.

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

Anmerkung: Die Buchstaben E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi und N sind nicht Bestandteil des Gefahrensymbols.
Inueioon: Ta ypappata E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi kat N dev anotehouv pépog tou cupfolou.

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 ndo fazem parte do simbolo.

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

Anmadrkning: Bokstiverna E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi och N utgor inte en del av symbolen.

ES: Explosivo
DA: Eksplosiv
DE: Explosionsgefihrlich
EL: Expnktiko
EN: Explosive
FR: Explosif

IT: Esplosivo
NL: Ontplofbaar
PT: Explosivo
FI: Réjahtava
SV: Explosivt

ES: Comburente
DA: Brandnarende
DE: Brandférdernd
EL: Ofedwtikd

EN: Oxidising

FR: Comburant
IT: Comburente
NL: Oxiderend

PT: Comburente
FI: Hapettava

SV: Oxiderande
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ES: Ficilmente inflamable
DA: Meget brandfarlig

DE: Leichtentziindlich

EL: TIoAU elghexto

EN: Highly flammable

FR: Facilement inflammable
IT: Facilmente infiammabile
NL: Licht ontvlambaar

PT: Facilmente inflamdvel
FI: Helposti syttyvi

SV: Mycket brandfarligt

F+

ES: Extremadamente inflamable
DA: Yderst brandfarlig

DE: Hochentziindlich

EL: EEapetikd ebhexto

EN: Extremely flammable

FR: Extrémement inflammable
IT: Estremamente infiammabile
NL: Zeer licht ontvlambaar

PT: Extremamente inflamavel
FI: Erittdin helposti syttyva

SV: Extremt brandfarligt

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

ES: Muy téxico
DA: Meget giftig
DE: Sehr giftig
EL: TToAU Ttofi1ko
EN: Very toxic
FR: Tres toxique
IT: Molto tossico
NL: Zeer vergiftig
PT: Muito tdxico
FI: Erittdin myrkyllinen
SV: Mycket giftig

@)

==\
o i

ES: Corrosivo
DA: Atsende
DE: Atzend
EL: Awafpatikd
EN: Corrosive
FR: Corrosif
IT: Corrosivo
NL: Bijtend
PT: Corrosivo
FI: Syovyttava
SV: Fritande

ES: Nocivo

DA: Sundhedsskadelig
DE: Gesundheitsschidlich
EL: EmPAapéc

EN: Harmful

FR: Nocif

IT: Nocivo

NL: Schadelijk

PT: Nocivo

FI: Haitallinen

SV: Hilsoskadlig
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Xi

ES: Irritante
DA: Lokalirriterende
DE: Reizend
EL: Epediotikd
EN: Irritant
FR: Irritant

IT: Irritante
NL: Irriterend
PT: Irritante
FI: Arsyttivi
SV: Irriterande

ES: Peligroso para el medio ambiente
DA: Miljefarlig

DE: Umweltgefahrlich

EL: Emkivbuvo yia to mepipahhov

EN: Dangerous for the environment
FR: Dangereux pour 'environnement
IT: Pericoloso per I'ambiente

NL: Milieugevaarlijk

PT: Perigoso para o ambiente

FI: Ympiristolle vaarallinen

SV: Miljofarlig
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ANEXO 3

ANEXO III — BILAG Il — ANHANG III — TTAPAPTHMA III — ANNEX III — ANNEXE Il — ALLEGATO III —
BIJLAGE III — ANEXO III — LITE III — BILAGA 1II

ANEXO III
Naturaleza de los riesgos especificos atribuidos a las sustancias y preparados peligrosos
BILAG III
Arten af de serlige risici, der er forbundet med de farlige stoffer og preparater
ANHANG III
Bezeichnungen der besonderen Gefahren bei gefihrlichen Stoffen und Zubereitungen
ITAPAPTHMA III
®bon TV adikov kvdivev nov agopolv emikivduves ouoitg kar apackevaopata
ANNEX III
Nature of special risks attributed to dangerous substances and preparations
ANNEXE III
Nature des risques particuliers attribués aux substances et préparations dangereuses
ALLEGATO III
Natura dei rischi specifici attribuiti alle sostanze e preparati pericolosi
BIJLAGE III
Aard der bijzondere gevaren toegeschreven aan gevaarlijke stoffen en preparaten
ANEXO III
Natureza dos riscos especificos atribuidos as substincias e preparagdes perigosas
LIITE III
Erityisten vaarojen luonne liittyen vaarallisiin aineisiin ja valmisteisiin
BILAGA 1II

Riskfraser som tilldelas farliga imnen och beredningar
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R1
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FL:
SV:

R2
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FI:
SV:

R3
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FL:
SV:

R4
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:

Explosivo en estado seco.

Eksplosiv i ter tilstand.

In trockenem Zustand explosionsgefdhrlich.
Expnktiko oe Enpry katdotaor).

Explosive when dry.

Explosif a I'état sec.

Esplosivo allo stato secco.

In droge toestand ontplofbaar.

Explosivo no estado seco.

Réjihtavidd kuivana.

Explosivt i torrt tillstind.

Riesgo de explosion por choque, friccion, fuego u otras fuentes de ignicién.
Eksplosionsfarlig ved sted, gnidning, ild eller andre antaendelseskilder.

Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen explosionsgefahrlich.
Kivbuvog exprifeng and kpovon, tpifn, potia 1y aA\\eg mnyéc avaghéfeng.

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

Risque d'explosion par le choc, la friction, le feu ou d'autres sources d'ignition.
Rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione.
Ontploffingsgevaar door schok, wrijving, vuur of andere ontstekingsoorzaken.
Risco de explosdo por choque, friccdo, fogo ou outras fontes de ignicdo.
Réjahtdvad iskun, hankauksen, avotulen tai muun sytytyslihteen vaikutuksesta.

Explosivt vid stot, friktion, eld eller annan antindningsorsak.

Alto riesgo de explosién por choque, friccion, fuego u otras fuentes de ignicién.

Meget eksplosionsfarlig ved sted, gnidning, ild eller andre antendelseskilder.

Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen besonders explosionsgefahrlich.

TToAU peyahog kivduvog ekprjgens anod kpouon, Tpifr, gotia 1 dA\es myes avaghétenc.

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

Grand risque d'explosion par le choc, la friction, le feu ou d'autres sources d'ignition.
Elevato rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione.

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

Grande risco de explosdo por choque, fricdo, fogo ou outras fontes de ignicdo.

Erittdin helposti rdjahtavid iskun, hankauksen, avotulen tai muun sytytyslihteen vaikutuksesta.

Mycket explosivt vid stot, friktion, eld eller annan antindningsorsak.

Forma compuestos metalicos explosivos muy sensibles.

Danner meget folsomme eksplosive metalforbindelser.

Bildet hochempfindliche explosionsgefihrliche Metallverbindungen.
Ixnuatiler MoAU euaionTeg epKTIKEG HETAANMKEG EVIIOELS.

Forms very sensitive explosive metallic compounds.

Forme des composés métalliques explosifs trés sensibles.
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IT:
NL:

FL:
SV:

R5
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

FI:
SV:

R6
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

FL:
SV:

R7
ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

FL:
SV:

Forma composti metallici esplosivi molto sensibili.

Vormt met metalen zeer gemakkelijk ontplofbare verbindingen.
Forma compostos metdlicos explosivos muito sensiveis.
Muodostaa erittdin herkdsti rdjahtdvid metalliyhdisteitd.

Bildar mycket kinsliga explosiva metallféreningar.

Peligro de explosion en caso de calentamiento.
Eksplosionsfarlig ved opvarmning.

Beim Erwirmen explosionsfahig.

H O¢ppavon propet va mpokaléoet £kprén.
Heating may cause an explosion.

Danger d'explosion sous l'action de la chaleur.
Pericolo di esplosione per riscaldamento.
Ontploffingsgevaar door verwarming.

Perigo de explosio sob a ac¢do do calor.
Réjahdysvaarallinen kuumennettaessa.

Explosivt vid uppvirmning.

Peligro de explosion, en contacto o sin contacto con el aire.
Eksplosiv ved og uden kontakt med luft.

Mit und ohne Luft explosionsfihig.

ExpnkTiko ot emagr 1 Xopic enaer pe Tov agpa.

Explosive with or without contact with air.

Danger d'explosion en contact ou sans contact avec l'air.
Esplosivo a contatto o senza contatto con l'aria.
Ontplofbaar met en zonder lucht.

Perigo de explosdo com ou sem contacto com o ar.
Réjdhtdvii sellaisenaan tai ilman kanssa.

Explosivt vid kontakt och utan kontakt med luft.

Puede provocar incendios.

Kan forédrsage brand.

Kann Brand verursachen.
Mropel va npokahéoel mupkaytd.
May cause fire.

Peut provoquer un incendie.
Puo provocare un incendio.
Kan brand veroorzaken.

Pode provocar incéndio.
Aiheuttaa tulipalon vaaran.

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 Berithrung mit brennbaren Stoffen.

EL: H enagn pe kavotio uAko pmopel va mpokalEoer mupKayid.
EN: Contact with combustible material may cause fire.

FR: Favorise l'inflammation des matieres combustibles.

IT:  Pud provocare l'accensione di materie combustibili.

NL: Bevordert de ontbranding van brandbare stoffen.

PT: Favorece a inflamagdo de matérias combustiveis.

FI:  Aiheuttaa tulipalon vaaran palavien aineiden kanssa.

SV: Kontakt med brinnbart material kan orsaka brand.

R9

ES: Peligro de explosién al mezclar con materias combustibles.
DA: Eksplosionsfarlig ved blanding med brandbare stoffer.

DE: Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen.
EL: Expnkiko otav avapetydel pe kavotpa uNiKd.

EN: Explosive when mixed with combustible material.

FR: Peut exploser en mélange avec des matieres combustibles.
IT:  Esplosivo in miscela con materie combustibili.

NL: Ontploffingsgevaar bij menging met brandbare stoffen.

PT: Pode explodir quando misturado com matérias combustiveis.
FI: Réjahtavad sekoitettaessa palavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med brinnbart material.

R10

ES: Inflamable.
DA: Brandfarlig.
DE: Entziindlich.
EL: Ev@lexro.
EN: Flammable.
FR: Inflammable.
IT: Infiammabile.
NL: Ontvlambaar.
PT: Inflamdvel.
FI:  Syttyvii.
SV: Brandfarligt.

R11

ES: Fécilmente inflamable.
DA: Meget brandfarlig.
DE: Leichtentziindlich.
EL: o\ ebgAekto.

EN: Highly flammable.

FR: Facilement inflammable.



21.8.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 225/89

IT: Facilmente infiammabile.
NL: Licht ontvlambaar.

PT: Facilmente inflamével.
FI.  Helposti syttyva.

SV: Mycket brandfarligt.

R12

ES: Extremadamente inflamable.
DA: Yderst brandfarlig.

DE: Hochentziindlich.

EL: Efampetikd evgAekrto.

EN: Extremely flammable.

FR: Extrémement inflammable.
IT: Estremamente infiammabile.
NL: Zeer licht ontvlambaar.

PT: Extremamente inflamével.
FI:  Erittdin helposti syttyvad.

SV: Extremt brandfarligt.

R14

ES: Reacciona violentamente con el agua.
DA: Reagerer voldsomt med vand.

DE: Reagiert heftig mit Wasser.

EL:  Avudpd ficia pe vepo.

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 dgua.
FI: Reagoi voimakkaasti veden kanssa.

SV: Reagerar hiftigt 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 hochentziindlicher Gase.

EL: e enagn pe to vepd ekhel ekaipetika elgAekta agpia.

EN: Contact with water liberates extremely flammable gases.

FR: Au contact de l'eau, dégage des gaz extrémement 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 dgua liberta gases extremamente inflamdaveis.
FI: Vapauttaa erittdin helposti syttyvid 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: Explosionsgefihrlich in Mischung mit brandférdernden Stoffen.
EL: Exprktikd otav avaperyDel pe ofeidwtikég ovoteg.

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 substincias comburentes.
FI: Réjdhtdvid hapettavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med oxiderande dmnen.

R17

ES: Se inflama espontdneamente en contacto con el aire.
DA: Selvantendelig i luft.

DE: Selbstentziindlich an der Luft.

EL: Autoavaghéyetar otov aépa.

EN: Spontaneously flammable in air.

FR: Spontanément inflammable a l'air.

IT: Spontaneamente infiammabile all'aria.
NL: Spontaan ontvlambaar in lucht.

PT: Espontaneamente inflamdvel ao ar.
FI:  Itsestddn syttyvad ilmassa.

SV: Sjilvantdnder i luft.

R18
ES: Al usarlo pueden formarse mezclas aire-vapor explosivasfinflamables.

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

DE: Bei Gebrauch Bildung explosionsfahiger/leichtentziindlicher Dampf/Luft-Gemische maéglich.

EL: Katd ) xprjon pnopei va oxnuatioer e0QNeKTa/ekprkTika pelypata atpov-aépog.

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 I'uso puo formare con aria miscele esplosive/inflammabili.

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

PT: Pode formar mistura vapor-ar explosiva/inflamével durante a utilizacdo.

FI: Kiytossd voi muodostua syttyvi/rdjihtivd hoyry-ilmaseos.

SV: Vid anvindning kan brannbara/explosiva dng-luftblandningar bildas.

R19

ES: Puede formar perdxidos explosivos.

DA: Kan danne eksplosive peroxider.

DE: Kann explosionsfihige Peroxide bilden.
EL: Mnopei va oxnuaticet ekprktikd unepogeidia.
EN: May form explosive peroxides.

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

NL: Kan ontplofbare peroxiden vormen.

PT: Pode formar perdxidos explosivos.

FI:  Saattaa muodostaa rdjdhtdvid peroksideja.

SV: Kan bilda explosiva peroxider.

R20

ES: Nocivo por inhalacién.

DA: Farlig ved inddnding.

DE: Gesundheitsschidlich beim Einatmen.
EL: EmfAaPéc otav ewonvéetar.

EN: Harmful by inhalation.

FR: Nocif par inhalation.

IT: Nocivo per inalazione.

NL: Schadelijk bij inademing.

PT: Nocivo por inalagio.

FI:  Terveydelle haitallista hengitettyna.

SV: Farligt vid inandning.

R21

ES: Nocivo en contacto con la piel.

DA: Farlig ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschidlich bei Beriithrung mit der Haut.
EL: EmfAafés oe enagn pe to déppa.

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 ingestion.

DA: Farlig ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.
EL: EmpAaféc oe mepintwon katandcens.
EN: Harmful if swallowed.

FR: Nocif en cas d'ingestion.

IT: Nocivo per ingestione.

NL: Schadelijk bij opname door de mond.
PT: Nocivo por ingestdo.

FI:  Terveydelle haitallista nieltyna.

SV: Farligt vid fortiring.
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R23

ES: Toéxico por inhalacién.
DA: Giftig ved indénding.
DE: Giftig beim Einatmen.
EL: Tokwo Otav elomvéeTar.
EN: Toxic by inhalation.
FR: Toxique par inhalation.
IT: Tossico per inalazione.
NL: Vergiftig bij inademing.
PT: Téxico por inalagdo.
FI:  Myrkyllistd hengitettyna.
SV: Giftigt vid inandning.

R24

ES: Toéxico en contacto con la piel.
DA: Giftig ved hudkontakt.

DE: Giftig bei Berithrung mit der Haut.
EL: Tofwo e enagr pe to dépua.

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: Téxico em contacto com a pele.
FI:  Myrkyllistd joutuessaan iholle.

SV: Giftigt vid hudkontakt.

R25

ES: Téxico por ingestion.

DA: Giftig ved indtagelse.

DE: Giftig beim Verschlucken.

EL: To€ikd o€ mepintworn Katanooews.
EN: Toxic if swallowed.

FR: Toxique en cas d'ingestion.

IT:  Tossico per ingestione.

NL: Vergiftig bij opname door de mond.
PT: Toéxico por ingestdo.

FI.  Myrkyllistd nieltyna.

SV: Giftigt vid fortdring.

R26

ES: Muy téxico por inhalacién.
DA: Meget giftig ved inddnding.
DE: Sehr giftig beim Einatmen.
EL: TIo\U tofwd Otav eiomvéeta.
EN: Very toxic by inhalation.

FR: Tres toxique par inhalation.
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IT: Molto tossico per inalazione.
NL: Zeer vergiftig bij inademing.

PT: Muito téxico por inalagdo.

FI.  Erittdin myrkyllistd hengitettyna.

SV: Mycket giftigt vid inandning.

R27

ES: Muy téxico en contacto con la piel.
DA: Meget giftig ved hudkontakt.

DE: Sehr giftig bei Berithrung mit der Haut.
EL: TloAU to€ko oe enagn pe o dépua.

EN: Very toxic in contact with skin.

FR: Tres toxique par contact avec la peau.
IT: Molto tossico a contatto con la pelle.
NL: Zeer vergiftig bij aanraking met de huid.
PT: Muito téxico em contacto com a pele.
FI:  Erittdin myrkyllistd joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid hudkontakt.

R28

ES: Muy téxico por ingestion.

DA: Meget giftig ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Verschlucken.

EL: TIoAU ToEIkO 0€ MePIMTLOn KATandoens.
EN: Very toxic if swallowed.

FR: Tres toxique en cas d'ingestion.

IT: Molto tossico per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij opname door de mond.
PT: Muito téxico por ingestdo.

FI:  Erittdin myrkyllistd nieltyna.

SV: Mycket giftigt vid fortiring.

R29

ES: En contacto con agua libera gases toxicos.

DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med vand.

DE: Entwickelt bei Berithrung mit Wasser giftige Gase.
EL: e enagn pe to vepd eheudepavovtal ToEk aépia.
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 4gua liberta gases toxicos.
Fl:  Kehittdd myrkyllistd kaasua veden kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med vatten.
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R30

ES: Puede inflamarse ficilmente al usarlo.

DA: Kan blive meget brandfarlig under brug.

DE: Kann bei Gebrauch leicht entziindlich werden.

EL: Kata m xprion yivetat moAv eugAekto.

EN: Can become highly flammable in use.

FR: Peut devenir facilement inflammable pendant l'utilisation.
IT: Puod divenire facilmente infiammabile durante 1'uso.
NL: Kan bij gebruik licht ontvlambaar worden.

PT: Pode tornar-se facilmente inflamavel durante o uso.
FI: Kdytettdessd voi muuttua helposti syttyvaksi.

SV: Kan bli mycket brandfarligt vid anvindning.

R31

ES: En contacto con 4cidos libera gases toxicos.
DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berithrung mit Saure giftige Gase.
EL: Ze enagr pe oféa eheudepovoviar Tofka agpia.
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 &cidos liberta gases téxicos.
FI:  Kehittdd myrkyllistd kaasua hapon kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med syra.

R32

ES: En contacto con dcidos libera gases muy téxicos.
DA: Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berithrung mit Sdure sehr giftige Gase.
EL: Se enagn pe okéa ehevdepovovtar moAU ToEkd agpia.
EN: Contact with acids liberates very toxic gas.

FR: Au contact d'un acide, dégage un gaz trés toxique.
IT: A contatto con acidi libera gas molto tossico.

NL: Vormt zeer vergiftige gassen in contact met zuren.
PT: Em contacto com écidos liberta gases muito téxicos.
FI: Kehittda erittdin myrkyllistd 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: Kivduvog adpototikdv emdpaoewv.

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 pitkdaikaisessa altistuksessa.

SV: Kan ansamlas i kroppen och ge skador.

R34

ES: Provoca quemaduras.
DA: Atsningsfare.

DE: Verursacht Veritzungen.
EL: Tlpokalel eykavpata.

EN: Causes burns.

FR: Provoque des bralures.
IT:  Provoca ustioni.

NL: Veroorzaakt brandwonden.
PT: Provoca queimaduras.
FI:  Syovyttavaa.

SV: Fritande.

R35

ES: Provoca quemaduras graves.

DA: Alvorlig atsningsfare.

DE: Verursacht schwere Verdtzungen.
EL: Tlpokahel cofapd eykavpata.

EN: Causes severe burns.

FR: Provoque de graves briilures.

IT:  Provoca gravi ustioni.

NL: Veroorzaakt ernstige brandwonden.
PT: Provoca queimaduras graves.

FI:  Voimakkaasti syovyttdvéa.

SV: Starkt fritande.

R36

ES: Irrita los ojos.

DA: Irriterer gjnene.

DE: Reizt die Augen.

EL: EpediCet ta pama.

EN: Irritating to eyes.

FR: Irritant pour les yeux.
IT: Irritante per gli occhi.
NL: Irriterend voor de ogen.
PT: Irritante para os olhos.
F:  Arsyttdd silmid.

SV: Irriterar 6gonen.
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R37

ES: Irrita las vias respiratorias.

DA: Irriterer dndedratsorganerne.

DE: Reizt die Atmungsorgane.

EL: Epedilel o avanveuotiko oloTpa.
EN: Irritating to respiratory system.

FR: Irritant pour les voies respiratoires.
IT: TIrritante per le vie respiratorie.

NL: Irriterend voor de ademhalingswegen.
PT: Irritante para as vias respiratOrias.
FI:  Arsyttdd hengityselimid.

SV: Irriterar andningsorganen.

R38

ES: Irrita la piel.

DA: Irriterer huden.

DE: Reizt die Haut.

EL: EpediCer to déppa.
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:  Arsyttdd ihoa.

SV: Irriterar huden.

R39

ES: Peligro de efectos irreversibles muy graves.
DA: Fare for varig alvorlig skade péd helbred.
DE: Ernste Gefahr irreversiblen Schadens.

EL: Kivuvog mo\l cofapiv povipiov emdpaceonv.
EN: Danger of very serious irreversible effects.
FR: Danger d'effets irréversibles trés graves.

IT: Pericolo di effetti irreversibili molto gravi.
NL: Gevaar voor ernstige onherstelbare effecten.
PT: Perigo de efeitos irreversiveis muito graves.
FI.  Erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara.

SV: Risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador.

R40

ES: Posibles efectos cancerigenos.

DA: Mulighed for kreeftfremkaldende effekt.
DE: Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.
EL: 'Ynomto kapkivoyéveong.

EN: Limited evidence of a carcinogenic effect.

FR: Effet cancérogeéne suspecté — preuves insuffisantes.
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IT: Possibilita di effetti cancerogeni — prove insufficienti.
NL: Carcinogene effecten zijn niet uitgesloten.

PT: Possibilidade de efeitos cancerigenos.

FI.  Epdillddn aiheuttavan syopésairauden vaaraa.

SV: Misstdnks kunna ge cancer.

R41

ES: Riesgo de lesiones oculares graves.
DA: Risiko for alvorlig gjenskade.

DE: Gefahr ernster Augenschiden.

EL: Kivbuvog cofapav ogdapikav fAafov.
EN: Risk of serious damage to eyes.
FR: Risque de Iésions oculaires graves.
IT: Rischio di gravi lesioni oculari.
NL: Gevaar voor ernstig oogletsel.

PT: Risco de lesdes oculares graves .
F:  Vakavan silmévaurion vaara.

SV: Risk for allvarliga 6gonskador.

R42

ES: Posibilidad de sensibilizacién por inhalacién.

DA: Kan give overfolsomhed ved inddnding.

DE: Sensibilisierung durch Einatmen méglich.

EL: Mmopel va npokahéoel euaiodrtonoinon Otav elomveeTal.
EN: May cause sensitisation by inhalation.

FR: Peut entrainer une sensibilisation par inhalation.

IT: Pud provocare sensibilizzazione per inalazione.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij inademing.
PT: Pode causar sensibilizagdo por inalagio.

FI:  Altistuminen hengitysteitse voi aiheuttaa herkistymista.

SV: Kan ge allergi vid inandning

R43

ES: Posibilidad de sensibilizacion en contacto con la piel.

DA: Kan give overfelsomhed ved kontakt med huden.

DE: Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich.

EL: Mnopei va mpokalécer evaiodntonoinon oe enagr pe to Séppa.
EN: May cause sensitisation by skin contact.

FR: Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau.
IT: Puo provocare sensibilizzazione per contatto con la pelle.
NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij contact met de huid.
PT: Pode causar sensibilizagdo em contacto com a pele.

F:  Thokosketus voi aiheuttaa herkistymista.

SV: Kan ge allergi vid hudkontakt.
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R44
ES: Riesgo de explosion al calentarlo en ambiente confinado.

DA: Eksplosionsfarlig ved opvarmning under indeslutning.

DE: Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

EL: Kivduvog expnéeng edv deppaviel unod mepopiopo.

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 explosdo se aquecido em ambiente fechado.

FI: Réjdhdysvaara kuumennettaessa suljetussa astiassa.

SV: Explosionsrisk vid uppvarmning i sluten behdllare.

R45

ES: Puede causar cdncer.

DA: Kan fremkalde kreeft.

DE: Kann Krebs erzeugen.

EL: Mnopel va npokahéoel kapkivo.
EN: May cause cancer.

FR: Peut provoquer le cancer.

IT:  Pud provocare il cancro.

NL: Kan kanker veroorzaken.

PT: Pode causar cancro.

FI:  Aiheuttaa syopdsairauden vaaraa.

SV: Kan ge cancer.

R46

ES: Puede causar alteraciones genéticas hereditarias.
DA: Kan fordrsage arvelige genetiske skader.

DE: Kann vererbbare Schiden verursachen.

EL: Mmopei va mpokahéoer kAnpovoptkés yevetikés fAafec.
EN: May cause heritable genetic damage.

FR: Peut provoquer des altérations génétiques héréditaires.
IT: Pud provocare alterazioni genetiche ereditarie.

NL: Kan erfelijke genetische schade veroorzaken.

PT: Pode causar alteracdes genéticas hereditdrias.

FI: Saattaa aiheuttaa periytyvid perimévaurioita.

SV: Kan ge irftliga genetiska skador.

R48

ES: Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicidn prolongada.
DA: Alvorlig sundhedsfare ved laengere tids pavirkning.

DE: Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei lingerer Exposition.

EL: Kivduvog cofaprc PAapng e vyelag votepa ano mapatetapévn kdeon.

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 satide em caso de exposicdo prolongada.

FI.  Pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle.

SV: Risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering.

R49

ES: Puede causar cdncer por inhalacion.

DA: Kan fremkalde kraft ved indanding.

DE: Kann Krebs erzeugen beim Einatmen.

EL: Mmopel va npokahécel kapkivo Otav elomvéetal.
EN: May cause cancer by inhalation.

FR: Peut provoquer le cancer par inhalation.

IT: Pud provocare il cancro per inalazione.

NL: Kan kanker veroorzaken bij inademing.

PT: Pode causar cancro por inalagdo.

FI:  Aiheuttaa syopdsairauden vaaraa hengitettyna.

SV: Kan ge cancer vid inandning.

R50

ES: Muy téxico para los organismos acudticos.
DA: Meget giftig for organismer, der lever i vand.
DE: Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

EL: TIoAU To€ko yia Toug udpofioug opyavicpoug.
EN: Very toxic to aquatic organisms.

FR: Tres toxique pour les organismes aquatiques.
IT: Altamente tossico per gli organismi acquatici.
NL: Zeer vergiftig voor in het water levende organismen.
PT: Muito téxico para os organismos aquaticos.
FI:  Erittdin myrkyllistd vesieliville.

SV: Mycket giftigt for vattenlevande organismer.

R51

ES: Toéxico para los organismos acudticos.
DA: Giftig for organismer, der lever i vand.
DE: Giftig fir Wasserorganismen.

EL: Tofwod yia toug udpopiouc opyaviopoue.
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: Toxico para os organismos aquaticos.
Fl:  Myrkyllistd vesielitille.

SV: Giftigt for vattenlevande organismer.
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R52

ES: Nocivo para los organismos acudticos.
DA: Skadelig for organismer, der lever i vand.
DE: Schédlich fiir Wasserorganismen.

EL: EmpPAaféc yia Toug udpofioug opyaviopoug.
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 aqudticos.

FI: Haitallista vesielisille.

SV: Skadligt for vattenlevande organismer.

R53

ES: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acudtico.
DA: Kan fordrsage ugnskede langtidsvirkninger i vandmiljoet.

DE: Kann in Gewissern lingerfristig schadliche Wirkungen haben.

EL: Mropel va npokahéoel pakpoypoviec duopevels emmtaoels oto uddtvo meptpaNhov.
EN: May cause long-term adverse effects in the aquatic environment.

FR: Peut entrainer des effets néfastes a long terme pour l'environnement aquatique.
IT:  Pud provocare a lungo termine effetti negativi per 'ambiente acquatico.

NL: Kan in het aquatisch milieu op lange termijn schadelijke effecten veroorzaken.
PT: Pode causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aqudtico.

FI:  Voi aiheuttaa pitkdaikaisia haittavaikutuksia vesiymparistossi.

SV: Kan orsaka skadliga langtidseffekter i vattenmiljén.

R54

ES: Téxico para la flora.
DA: Giftig for planter.

DE: Giftig fiir Pflanzen.
EL: To&wo yia ) Y\wpida.
EN: Toxic to flora.

FR: Toxique pour la flore.
IT: Tossico per la flora.
NL: Vergiftig voor planten.
PT: Toxico para a flora.
FI.  Myrkyllistd kasveille.

SV: Giftigt for vixter.

R55

ES: Toéxico para la fauna.
DA: Giftig for dyr.

DE: Giftig fiir Tiere.

EL: Tokwo yia v mavida.
EN: Toxic to fauna.

FR: Toxique pour la faune.
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IT: Tossico per la fauna.
NL: Vergiftig voor dieren.
PT: Toxico para a fauna.
FI.  Myrkyllistd eldimille.
SV: Giftigt for djur.

R56

ES: Téxico para los organismos del suelo.
DA: Giftig for organismer i jordbunden.
DE: Giftig fiir Bodenorganismen.

EL: To&wo yia ToUG 0pyaviopoUs tou edigpou.
EN: Toxic to soil organisms.

FR: Toxique pour les organismes du sol.
IT: Tossico per gli organismi del terreno.
NL: Vergiftig voor bodemorganismen.

PT: Toéxico para os organismos do solo.
FI:  Myrkyllistd maaperaelioille.

SV: Giftigt for marklevande organismer.

R57

ES: Téxico para las abejas.
DA: Giftig for bier.

DE: Giftig fiir Bienen.

EL: To&wko yia Tig péMooES.
EN: Toxic to bees.

FR: Toxique pour les abeilles.
IT: Tossico per le api.

NL: Vergiftig voor bijen.
PT: Téxico para as abelhas.
FI:  Myrkyllistd mehiliisille.
SV: Giftigt for bin.

R58

ES: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente.
DA: Kan forrsage ugnskede langtidsvirkninger i miljoet.

DE: Kann lidngerfristig schadliche Wirkungen auf die Umwelt haben.

EL: Mnopei va mpokalécel pakpoxpovies duopeveic emmtdoeig oto mepifaAlov.
EN: May cause long-term adverse effects in the environment.

FR: Peut entrainer des effets néfastes a long terme pour l'environnement.
IT: Pud provocare a lungo termine effetti negativi per 'ambiente.

NL: Kan in het milieu op lange termijn schadelijke effecten veroorzaken.
PT: Pode causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente.

Fl:  Voi aiheuttaa pitkdaikaisia haittavaikutuksia ymparistossa.

SV: Kan orsaka skadliga langtidseffekter i miljon.
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R59

ES: Peligroso para la capa de ozono.
DA: Farlig for ozonlaget.

DE: Gefihrlich fiir die Ozonschicht.

EL: Emkivuvo yia ) otfada tou 6lovtog.
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 for ozonskiktet.

R60

ES: Puede perjudicar la fertilidad.

DA: Kan skade forplantningsevnen.

DE: Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen.
EL: Mropel va €aodevioel ) yovipodtta.
EN: May impair fertility.

FR: Peut altérer la fertilité.

IT:  Puo ridurre la fertilita.

NL: Kan de vruchtbaarheid schaden.
PT: Pode comprometer a fertilidade.

FI:  Voi heikentdd hedelmillisyytta.

SV: Kan ge nedsatt fortplantningsformaga.

R61

ES: Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto.
DA: Kan skade barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib schidigen.

EL: Mmopei va fAayel to épfpuo katd ) Sdpkeia e Kunons.

EN: May cause harm to the unborn child.

FR: Risque pendant la grossesse d'effets néfastes pour l'enfant.
IT: Puo danneggiare i bambini non ancora nati.

NL: Kan het ongeboren kind schaden.

PT: Risco durante a gravidez com efeitos adversos na descendéncia.
FI:  Vaarallista sikiolle.

SV: Kan ge fosterskador.

R62

ES: Posible riesgo de perjudicar la fertilidad.

DA: Mulighed for skade pa forplantningsevnen.

DE: Kann moglicherweise die Fortpflanzungsfihigkeit beeintrachtigen.
EL: [idavog kivduvog yia eacdévion e yovipottag.

EN: Possible risk of impaired fertility.

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

NL: Mogelijk gevaar voor verminderde vruchtbaarheid.
PT: Possiveis riscos de comprometer a fertilidade.

FI:  Voi mahdollisesti heikentdd hedelmallisyytta.

SV: Mojlig risk for nedsatt fortplantningsforméga.

R63

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

DA: Mulighed for skade pa barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib moglicherweise schidigen.

EL: Twavog kivduvog duopevav emdpaoewv oto ufpuo katd t dapketa g kimorng.
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: Possiveis riscos durante a gravidez com efeitos adversos na descendéncia.
FI:  Voi olla vaarallista sikiolle.

SV: Mojlig risk for fosterskador.

R64

ES: Puede perjudicar a los nifios alimentados con leche materna.
DA: Kan skade bern i ammeperioden.

DE: Kann Sduglinge iiber die Muttermilch schidigen.

EL: Mropel va PAayer ta fpégr mou tpégovial pe prTpikod yoa.
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 as criancas alimentadas com leite materno.
FI: Saattaa aiheuttaa haittaa rintaruokinnassa oleville lapsille.

SV: Kan skada spadbarn under amningsperioden.

R65

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

DA: Farlig: kan give lungeskade ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschadlich: kann beim Verschlucken Lungenschdden verursachen.
EL: EmpPAaféc: pnopel va npokahéoer fAAPn 0TOUG MVEUHOVEG OE TEPIMTWOT KATAMOONC.
EN: Harmful: may cause lung damage if swallowed.

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

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

NL: Schadelijk: kan longschade veroorzaken na verslikken.

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

FI: Haitallista: voi aiheuttaa keuhkovaurion nieltdessa.

SV: Farligt: kan ge lungskador vid fortiring.
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R66

ES: La exposicion repetida puede provocar sequedad o formacion de grietas en la piel.
DA: Gentagen udsettelse kan give tor eller revnet hud.

DE: Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut fithren.

EL: H mapatetapévr éxdeon prnopel va npokahéoel Enpotnta déppatog 1 okaotjo.
EN: Repeated exposure may cause skin dryness or cracking.

FR: L'exposition répétée peut provoquer desséchement ou gercures de la peau.
IT: L'esposizione ripetuta pud 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 exposi¢do repetida.

FI.  Toistuva altistus voi aiheuttaa ihon kuivumista tai halkeilua.

SV: Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.

R67

ES: La inhalacién de vapores puede provocar somnolencia y vértigo.
DA: Dampe kan give slovhed og svimmelhed.

DE: Ddmpfe konnen Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.
EL: H eonvor| atpev pmopet va mpokaléoer umvnMa kot {aAn.

EN: Vapours may cause drowsiness and dizziness.

FR: L'inhalation de vapeurs peut provoquer somnolence et vertiges.
IT: L'inalazione dei vapori pud provocare sonnolenza e vertigini.
NL: Dampen kunnen slaperigheid en duizeligheid veroorzaken.

PT: Pode provocar sonoléncia e vertigens, por inalagdo dos vapores.
FI:  Hoyryt voivat aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

SV: Angor kan gora att man blir désig och omtocknad.

R68

ES: Posibilidad de efectos irreversibles.
DA: Mulighed for varig skade pa helbred.
DE: Irreversibler Schaden moglich.

EL: TIavol kivduvol povipwy emdpaoeny.
EN: Possible risk of irreversible effects.
FR: Possibilité d'effets irréversibles.

IT: Possibilita di effetti irreversibili.

NL: Onherstelbare effecten zijn niet uitgesloten.
PT: Possibilidade de efeitos irreversiveis.
FI:  Pysyvien vaurioiden vaara.

SV: Mojlig risk for bestdende hilsoskador.
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Combinacién de frases-R
Kombination af R-satninger
Kombination der R-Sitze
Suvbuacpoc tev P-gpaoeny
Combination of R-phrases
Combinaison des phrases R
Combinazioni delle frasi R
Combinatie van R-zinnen
Combinagdo 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 hochentziindlicher Gase.

EL:  Avudpd fiota oe emagn pe vepd exkhUoviag agpia eE0yws evAeKTa.

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

FR: Réagit violemment au contact de I'eau en dégageant des gaz extrémement 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 dgua libertando gases extremamente inflaméveis.
FI. Reagoi voimakkaasti veden kanssa vapauttaen helposti syttyvid kaasuja.

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

R15/29

ES: En contacto con el agua, libera gases toxicos y extremadamente inflamables.
DA: Reagerer med vand under dannelse af giftige og yderst brandfarlige gasser.
DE: Reagiert mit Wasser unter Bildung giftiger und hochentziindlicher Gase.
EL: e enagn pe vepd eheudepovovar tofika, e£0xws evpAekta aspia.

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

FR: Au contact de I'eau, dégage des gaz toxiques et extrémement inflammables.
IT: A contatto con acqua libera gas tossici ed estremamente inflammabili.

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

PT: Em contacto com a dgua liberta gases toxicos e extremamente inflamdveis.
FI:  Vapauttaa myrkyllisid, helposti syttyvid kaasuja veden kanssa.

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

ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
N

Nocivo por inhalacién y en contacto con la piel.

Farlig ved indénding og ved hudkontakt.

Gesundheitsschidlich beim Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.
Emphafés otav ewonvéetar kat oe enagn e o déppa.

Harmful by inhalation and in contact with skin.

Nocif par inhalation et par contact avec la peau.

Nocivo per inalazione e contatto con la pelle.

Schadelijk bij inademing en bij aanraking met de huid.

Nocivo por inalagdo e em contacto com a pele.

Terveydelle haitallista hengitettyni ja joutuessaan iholle.

Farligt vid inandning och hudkontakt.

R20/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo por inhalacién y por ingestion.

Farlig ved inddnding og ved indtagelse.
Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken.
Emplapéc otav elonveetar kat o€ TEPINTOOT KATATOCEWG.
Harmful by inhalation and if swallowed.

Nocif par inhalation et par ingestion.

Nocivo per inalazione e ingestione.

Schadelijk bij inademing en opname door de mond.
Nocivo por inalagdo e ingestdo.

Terveydelle haitallista hengitettyna ja nieltyn.

Farligt vid inandning och fortiring.

R20/21/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

Farlig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

Gesundheitsschidlich beim Einatmen, Verschlucken und Berithrung mit der Haut.
EmpAaféc otav eonvéetal, oe enagr pe to Spua Kat o MEPIMTWON KATAMOCEWG.
Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

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

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

Schadelijk bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.
Nocivo por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestdo.

Terveydelle haitallista hengitettynd, joutuessaan iholle ja nieltyna.

Farligt vid inandning, hudkontakt och fortdring.

R21/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:

Nocivo en contacto con la piel y por ingestion.

Farlig ved hudkontakt og ved indtagelse.

Gesundheitsschidlich bei Berithrung mit der Haut und beim Verschlucken.
Emplaféc oe enagn pe to déppa kar ot MEPIMTOON KATAMOOEWS.

Harmful in contact with skin and if swallowed.

Nocif par contact avec la peau et par ingestion.
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IT:
NL:
PT:
FI:

SV:

Nocivo a contatto con la pelle e per ingestione.

Schadelijk bij aanraking met de huid en bij opname door de mond.
Nocivo em contacto com a pele e por ingestio.

Terveydelle haitallista joutuessaan iholle ja nieltyna.

Farligt vid hudkontakt och fortiring.

R23[24

ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Téxico por inhalacién y en contacto con la piel.

Giftig ved inddnding og ved hudkontakt.

Giftig beim Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.
To&wko Otav elomvéeTar kar o€ enagr pe to Séppa.

Toxic by inhalation and in contact with skin.

Toxique par inhalation et par contact avec la peau.
Tossico per inalazione e contatto con la pelle.
Vergiftig bij inademing en bij aanraking met de huid.
Téxico por inalagio e em contacto com a pele.
Myrkyllistd hengitettynd ja joutuessaan iholle.

Giftigt vid inandning och hudkontakt.

R23/25

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Téxico por inhalacién y por ingestion.

Giftig ved inddnding og ved indtagelse.

Giftig beim Einatmen und Verschlucken.

To€wko Otav elomveeTaL kat 0€ MEPIMTWOT] KATATOCEWG.
Toxic by inhalation and if swallowed.

Toxique par inhalation et par ingestion.

Tossico per inalazione e ingestione.

Vergiftig bij inademing en opname door de mond.
Toxico por inalagdo e ingesto.

Myrkyllistd hengitettynd ja nieltyna.

Giftigt vid inandning och fortiring.

R23[24/25

ES:

DA:
DE:

EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

PT:
FL:
SV:

Toxico por inhalacién, por ingestion y en contacto con la piel.

Giftig ved inddnding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berithrung mit der Haut.

To€iko Otav elonveetal, oe enagn pe To SEPHA Kal O MEPITTOOT KATAMOOEWS.
Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

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

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

Vergiftig bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.
Toxico por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestdo.

Myrkyllistd hengitettynd, joutuessaan iholle ja nieltynd.

Giftigt vid inandning, hudkontakt och fortiring.
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R24/25

ES: Téxico en contacto con la piel y por ingestion.

DA: Giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

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

EL: Tofwo ot enagr pe To d&ppa Kal o€ MEPITTOON KATATOOELS.

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: Téxico em contacto com a pele e por ingestdo.

FI:  Myrkyllistd joutuessaan iholle ja nieltyna.

SV: Giftigt vid hudkontakt och fortaring.

R26/27

ES: Muy tdxico por inhalacién y en contacto con la piel.

DA: Meget giftig ved inddnding og ved hudkontakt.

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

EL: Tlo\ tofikd Otav elonvéetal kat o enagr pe to SEppa.

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

FR: Treés 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 téxico por inalagdo e em contacto com a pele.

FI:  Erittdin myrkyllistd hengitettynd ja joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid inandning och hudkontakt.

R26/28

ES: Muy téxico por inhalacion y por ingestién.

DA: Meget giftig ved inddnding og ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken.

EL: TIoAU o1k OTav €10TVEETAL KAl OF TEPIMTWOT] KATATOGEWG.

EN: Very toxic by inhalation and if swallowed.

FR: Trés 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 téxico por inalagdo e ingestdo.

FI.  Erittdin myrkyllistd hengitettyni ja nieltyna.

SV: Mycket giftigt vid inandning och fortiring.

R26/27/28

ES: Muy téxico por inhalacidn, por ingestién y en contacto con la piel.
DA: Meget giftig ved inddnding, ved hudkontakt og ved indtagelse.
DE: Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berithrung mit der Haut.
EL: TIo\U ToEIkO OTav €lOTIVEETAL, OE ENAQT HE TO dEPHA KAL OF MEPIMTWON KATAMOOEWS.
EN: Very toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed.
FR: Tres toxique par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.
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IT:
NL:
PT:
FI:

SV:

Molto tossico per inalazione, contatto con la pelle e per ingestione.

Zeer vergiftig bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.
Muito téxico por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestdo.

Erittdin myrkyllistd hengitettynd, joutuessaan iholle ja nieltyna.

Mycket giftigt vid inandning, hudkontakt och fortiring.

R27/28

ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Muy téxico en contacto con la piel y por ingestion.

Meget giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

Sehr giftig bei Berithrung mit der Haut und beim Verschlucken.

TToAU to£ikd o enagn pe To SEppa Kal 0€ MEPITTLON KATATOCELS.

Very toxic in contact with skin and if swallowed.

Tres toxique par contact avec la peau et par ingestion.

Molto tossico a contatto con la pelle e per ingestione.

Zeer vergiftig bij aanraking met de huid en bij opname door de mond.
Muito téxico em contacto com a pele e por ingestdo.

Erittdin myrkyllistd joutuessaan iholle ja nieltyna.

Mycket giftigt vid hudkontakt och fortiring.

R36/37

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Irrita los ojos y las vias respiratorias.

Irriterer gjnene og dndedraetsorganerne.

Reizt die Augen und die Atmungsorgane.
EpediCel o pdmia kat T0 avamveuotiko cUOTNHA.
Irritating to eyes and respiratory system.

Irritant pour les yeux et les voies respiratoires.
Irritante per gli occhi e le vie respiratorie.
Irriterend voor de ogen en de ademhalingswegen.
Irritante para os olhos e vias respiratorias.
Arsyttid silmid ja hengityselimid.

Irriterar 6gonen och andningsorganen.

R36/38

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

PT:
FL:
SV:

Irrita los ojos y la piel.

Irriterer gjnene og huden.

Reizt die Augen und die Haut.
EpediCer ta pana kat to déppa.
Irritating to eyes and skin.

Irritant pour les yeux et la peau.
Irritante per gli occhi e la pelle.
Irriterend voor de ogen en de huid.
Irritante para os olhos e pele.
Arsyttdd silmid ja ihoa.

Irriterar gonen och huden.
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R36/37/38

ES: TIrrita los ojos, la piel y las vias respiratorias.

DA: Irriterer gjnene, dndedratsorganerne og huden.

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

EL: EpediCel ta pama, o avamveuotiko oUOTIHA Kat TO Oéppa.

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 respiratorias e pele.

F:  Arsyttdd silmid, hengityselimi4 ja ihoa.

SV: Irriterar dgonen, andningsorganen och huden.

R37/38

ES: Irrita las vias respiratorias y la piel.

DA: Irriterer dndedratsorganerne og huden.

DE: Reizt die Atmungsorgane und die Haut.

EL: EpediCer to avanveuotikd ovotnua kot o Seppa.

EN: Irritating to respiratory system and skin.

FR: TIrritant 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 respiratdrias e pele.

FI:  Arsyttdd hengityselimii ja ihoa.

SV: Irriterar andningsorganen och huden.

R39/23

ES: Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacion.
DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade pa helbred ved indanding.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

EL: To&wo: kivduvog moAU cofapmv povipwy emdpacenv Otav ELoTVEETAL.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation.
FR: Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation.

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

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing.
PT: Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo.

FI:  Myrkyllisté: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettyna.
SV: Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hdlsoskador vid inandning.
R39/24

ES: Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel.
DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade pa helbred ved hudkontakt.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut.
EL:  Tokwo: kivbuvog molb cofapav povipey emdpioenv ot enagn pe to déppa.
EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin.
FR: Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par contact avec la peau.



21.8.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 225/111

IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle.
Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid.
Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves em contacto com a pele.
Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende halsoskador vid hudkontakt.

R39/25

ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por ingestion.

Giftig: fare for varig alvorlig skade pé helbred ved indtagelse.

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

To&wo: kivduvog MOAU cofapdv HOVIHGY EMSPACEDV OE MEPITTLON KATATOOENG.
Toxic: danger of very serious irreversible effects if swallowed.

Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par ingestion.

Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per ingestione.

Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij opname door de mond.
Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por ingestdo.

Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara nieltyna.

Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende halsoskador vid fortaring.

R39/23/24

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacién y contacto con la piel.
Giftig: fare for varig alvorlig skade pé helbred ved inddnding og hudkontakt.

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.
To&wo: kivduvog MOAU cofapdv HOVIHGY EMOPACEWY OTAV EIGTIVEETAL KL GF ENAQT HE TO dEpaL
Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and in contact with skin.
Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation et par contact avec la peau.
Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e a contatto con la pelle.
Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en aanraking met de huid.
Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo e em contacto com a pele.
Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd ja joutuessaan iholle.

Giftigt: risk fér mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning och hudkontakt.

R39/23/25

ES:

DA:
DE:

EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

PT:
FL:
SV:

Toxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacién e ingestion.

Giftig: fare for varig alvorlig skade pé helbred ved indénding og indtagelse.

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

To&wo: kivduvog MOAU cofapdv HoOVIpHGY EMOPACEOV OTAV EIOTIVEETAL KOL G MEPITTOOT KATAMOOEWS.
Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and if swallowed.
Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation et par ingestion.

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

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

Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo e ingestdo.
Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd ja nieltyna.

Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning och fortiring.
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R39/24/25

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel e ingestion.

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

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

To€ko: kivduvog MOAU cofapdv povipey emdploewy o€ enagn Lie To SEpa Ka o8 MEPIMTOOTN KATAMOOENC.
Toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin and if swallowed.

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

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

Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid en opname door de mond.
Toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves em contacto com a pele e por ingestdo.

Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltyna.

Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid hudkontakt och fértiring.

R39/23/24/25

ES:

DA:

DE:
EL:

EN:
FR:
IT:

NL:

PT:
FL:
SV:

Téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacidn, contacto con la piel e ingestion.
Giftig: fare for varig alvorlig skade pé helbred ved inddnding, hudkontakt og indtagelse.
Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berithrung mit der Haut und durch Verschlucken.

ToEwo: kivduvog moAU cofapav povipwv emdploewv Otav elomvéetal, o€ emagn pe TO Oéppa Kal OF MEPIMTLOT
KATATOOEWE.

Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.
Toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.
Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione, a contatto con la pelle e per ingestione.

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

Téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalacdo, em contacto com a pele e por ingestdo.
Myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd, joutuessaan iholle ja nieltyna.

Giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning, hudkontakt och foértiring.

R39/26

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FL:

Sv:

Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacion.
Meget giftig: fare for varig alvorlig skade pé helbred ved indanding.

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

TToAU toiko: kivduvog Mo cofapev povipev emdpioewy Otav elomveetal.

Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation.
Trés toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation.

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

Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing.
Muito toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo.
Erittdin myrkyllisté: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettyni.

Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning.

R39/27

ES:

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

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

DE:

EL:

EN:

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut.
TToAU to1kd: kivduvog mONY cofapav povipov emdpioewy oe enagn pe o dépua.

Very toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin.
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FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Trés toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par contact avec la peau.

Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle.
Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid.
Muito téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves em contacto com a pele.
Erittdin myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid hudkontakt.

R39/28

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por ingestion.

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

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

TToAU to1k0: kivduvog MO coPapey poVipeV emdpioewy G MEPITTOOT KATAMOOEW.
Very toxic: danger of very serious irreversible effects if swallowed.

Tres toxique: danger d'effets irréversibles tres graves par ingestion.

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

Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij opname door de mond.
Muito téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por ingestdo.

Erittdin myrkyllisté: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara nieltyni.

Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid fortring.

R39/26/27

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacion y contacto con la piel.
Meget giftig: fare for varig alvorlig skade pa helbred ved indanding og hudkontakt.

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.
TToAU To€ik0: kiviuvog oAU cofapav povipey emdpioeny OTav EIGTIVEETAL KAl OE ENAQN He TO Séppd.
Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and in contact with skin.
Tres toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation et par contact avec la peau.
Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e a contatto con la pelle.
Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en aanraking met de huid.
Muito téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo e em contacto com a pele.
Erittdin myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd ja joutuessaan iholle.

Mycket giftigt: risk f6r mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning och hudkontakt.

R39/26/28

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacién e ingestion.

Meget giftig: fare for varig alvorlig skade pa helbred ved inddnding og indtagelse.

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

TToAU tokiko: kivduvog moAU coPapev HOVIHOV emdpAcELY OTAV ELOTMVEETAL KAl OE MEPIMTOOT] KATATOCEWG.
Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and if swallowed.

Tres toxique: danger d'effets irréversibles trés graves par inhalation et par ingestion.

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

Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en opname door de mond.
Muito toxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo e ingestdo.

Erittdin myrkyllisté: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettyni ja nieltyna.

Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning och fortdring.
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R39/27/28

ES:

DA:

DE:
EL:

Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel e ingestion.
Meget giftig: fare for varig alvorlig skade pd helbred ved hudkontakt og indtagelse.
Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut und durch Verschlucken.

TToAU to1ko: kivduvog moAU coPapav povipov emdpacewy oe enagr He TO déppa kat Ot MEPIMTWOT KATATOGEWG.

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

FR: Tres toxique: danger d'effets irréversibles trés 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 téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves em contacto com a pele e por ingestdo.

FI:  Erittdin myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltyna.

SV: Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid hudkontakt och fortiring.

R39/26/27/28

ES: Muy téxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalacién, contacto con la piel e ingestion.

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

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

EL: TloAU 'TOEIKéi Kkivduvog MOAU cofapdv HOVIHOV emOpaoEny OTav EIOTIVEETAL, OF €nagr HE To Oépua Kal OF MEPIMTLON
KOTAMOOEWG.

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

FR: Tres toxique: danger d'effets irréversibles trés 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 téxico: perigo de efeitos irreversiveis muito graves por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestdo.

FI:  Erittdin myrkyllistd: erittdin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd, joutuessaan iholle ja nieltyna.

SV: Mycket giftigt: risk for mycket allvarliga bestdende hilsoskador vid inandning, hudkontakt och fortdring.

R42/43

ES: Posibilidad de sensibilizacion por inhalacion y por contacto con la piel.

DA: Kan give overfelsomhed ved indanding og ved kontakt med huden.

DE: Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt maoglich.

EL: Mnopei va mpokalécel evaiodntonoinorn Otav E0MvEeTal Kal o€ enagr e o Seppa.

EN: May cause sensitisation by inhalation and skin contact.

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

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

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

PT: Pode causar sensibilizacdo por inalagdo e em contacto com a pele.

FI:  Altistuminen hengitysteitse ja ihokosketus voi aiheuttaa herkistymist.

SV: Kan ge allergi vid inandning och hudkontakt.

R48/20

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada por inhalacion.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved laengere tids pavirkning ved indanding.

DE: Gesundheitsschidlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Einatmen.

EL: EmfAafés: kivduvog coPapric fAapng g uyelag votepa and mapatetapévr ekeor OTAV EIGTIVEETAL.
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EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

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

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

Nocivo: pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata per inalazione.
Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing.
Nocivo: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposigdo prolongada por inalagdo.
Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettyna.

Farligt: risk for allvarliga hélsoskador vid lingvarig exponering genom inandning.

R48/21

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

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

Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved hudkontakt.

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei langerer Exposition durch Berithrung mit der Haut.
Emphapés: kivduvog cofapris PAaPne e uyeiag Uotepa and mapatetapevn ekdeor o enagr pe To déppa.

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

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

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

Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid.
Nocivo: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada em contacto com a pele.
Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle.

Farligt: risk for allvarliga halsoskador vid langvarig exponering genom hudkontakt.

R48/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por ingestion.

Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved indtagelse.

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Verschlucken.

Emfhapés: kivduvog coPapric PAafng e uyelag votepa and mapatetapévn EkDeoT o€ MEPITTWOT KATATOCEWS.

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

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

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

Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij opname door de mond.
Nocivo: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada por ingestdo.

Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle nieltyna.

Farligt: risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering genom fortiring.

R48/20/21

ES:

DA:

DE:

EL:

EN:
FR:
IT:

NL:

Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por inhalacién y contacto con la
piel.

Farlig: alvorlig sundhedsfare ved laengere tids pavirkning ved inddnding og hudkontakt.

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei lingerer Exposition durch Einatmen und durch
Berithrung mit der Haut.

Empfhapes: kivduvog cofapris fAaPns g uvyeiag votepa and mapatetapévi kdeor OTAV EIOTIVEETAL KAL OF EMAQI € TO
d¢ppa.

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

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

Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing en aanraking
met de huid.
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Nocivo: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada por inalacdo e em contacto com a
pele.

FI. Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynd ja joutuessaan
iholle.

SV: Farligt: risk for allvarliga hilsoskador vid lingvarig exponering genom inandning och hudkontakt.

R48/20/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada por inhalacién e ingestion.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved inddnding og indtagelse.

DE: Gesundheitsschidlich: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei lingerer Exposition durch Einatmen und durch
Verschlucken.

EL: EmfPAaféc: kivduvog cofapric PAafng e uyelag Uotepa amd mapatetapévn ékeon) OTav €IOTIVEETAL KAl OF MEPITTLON
KATAMOOEWE.

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 satide em caso de exposi¢do prolongada por inalagdo e ingestdo.

FI.  Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettyna ja nieltyna.

SV: Farligt: risk for allvarliga halsoskador vid ldngvarig exponering genom inandning och fortiring.

R48/21/22

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

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschidlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Beriihrung mit der Haut
und durch Verschlucken.

EL: EmfAafés: kivduvog cofapric PAaPnc tng uyeiag votepa and mapatetapéviy ékdeon oe enagn pe to déppa kar ot mepi-
TTOOT| KATAMOGENG.

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 satide em caso de exposicdo prolongada em contacto com a pele e por
ingestdo.

FI:  Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle ja nieltyna.

SV: Farligt: risk for allvarliga hilsoskador vid ldngvarig exponering genom hudkontakt och fortiring.

R48/20/21/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por inhalacién, contacto con la
piel e ingestion.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved indanding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschddlich: Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei lingerer Exposition durch Einatmen, Berithrung mit
der Haut und durch Verschlucken.

EL: EmPAaféc: kivduvog cofapris fAaPnG e uyeiag votepa and mapatetapévn ekdeon OTAv EIOTIVEETAL, O ENOQT HE TO dEppa
Kal O TEPINTWON KATAMOOEWG.

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:

IT:

NL:

FL:

SV:

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

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

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

Nocivo: risco de efeitos graves para a saide em caso de exposicdo prolongada por inalagdo, em contacto com a
pele e por ingestdo.

Terveydelle haitallista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynd, joutuessaan
iholle ja nieltyna.

Farligt: risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering genom inandning, hudkontakt och fortdring.

R48[23

ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:
IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada por inhalacién.
Giftig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved inddnding.

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Einatmen.

To€wko: kivduvog cofapnc PAapne e vyeiag votepa and mapatetapeviy ¢kJeon OTav ELOTIVEETAL.

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

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

Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione.
Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing.
Téxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposicdo prolongada por inalacio.
Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettyna.

Giftigt: risk for allvarliga hilsoskador vid ldngvarig exponering genom inandning.

R48/24

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por contacto con la piel.
Giftig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved hudkontakt.

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch Berithrung mit der Haut.

To&wo: kivduvog cofapns PAaPne e uyeiag Uotepa and mapatetapévi EkDeoT o enagr He To déppa.

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

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

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

Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid.
Toxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada em contacto com a pele.
Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle.

Giftigt: risk for allvarliga halsoskador vid lingvarig exponering genom hudkontakt.

R48/25

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:

Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por ingestion.

Giftig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved indtagelse.

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Verschlucken.

To&wo: kivduvog cofapns PAaPne e uyelac votepa and mapatetapévn ¢kDeEoT OE MEPITTLOT KATATOGERG.

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

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

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

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

Toxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada por ingestdo.
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FI:  Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle nieltyna.

SV: Giftigt: risk for allvarliga halsoskador vid lingvarig exponering genom fortaring.

R48/23/24

ES: Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por inhalacién y contacto con la
piel.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved indinding og hudkontakt.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Einatmen und durch Berithrung mit der
Haut.

EL: To&wo: kivduvog cofapnc PAafns g uyeiag Uotepa and mapatetapeviy €kdeon OTAV EIOTIVEETAL KAl OF EMAQN] HE TO
d¢ppa.

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: Toxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada por inalagdo e em contacto com a
pele.

FI:  Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynd ja joutuessaan iholle.

SV: Giftigt: risk for allvarliga halsoskador vid ldngvarig exponering genom inandning och hudkontakt.

R48/23(25

ES: Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada por inhalacién e ingestion.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved laengere tids pavirkning ved inddnding og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken.

EL: Tofwo: «ivduvog cofapris PAafng e uyelag Uotepa amd mapatetapév) €kJeon OTAV €OTIVEETAL KAl OF TEPITTWOT
KATAMOOEWE.

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: Téxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada por inalagdo e ingestdo.

FI.  Myrkyllista: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynd ja nieltyna.

SV: Giftigt: risk for allvarliga hilsoskador vid lingvarig exponering genom inandning och fortiring.

R48/24/25

ES: Toéxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposiciéon prolongada por contacto con la piel e
ingestion.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved leengere tids pavirkning ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch Berithrung mit der Haut und durch
Verschlucken.

EL: To&wo: kivduvog cofaprs PAaPns e vyelag votepa and mapatetapév kdeon oe enagr pe to SEppa kar o€ mePInTwor
KaTamOoewe.

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:

PT:

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

Téxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposicdo prolongada em contacto com a pele e por
ingestao.

FI.  Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle ja nieltyna.

SV: Giftigt: risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering genom hudkontakt och fortdring.

R48/23/24/25

ES: Toxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada por inhalacién, contacto con la
piel e ingestion.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved langere tids pavirkning ved indinding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei lingerer Exposition durch Einatmen, Berithrung mit der Haut und
durch Verschlucken.

EL: Tokwo: kivduvog cofapric PAaPng e uvyelag votepa and mapatetapévr ékdeon Otav eonvéetal, ot enagr pe o dépua
Kal O€ MEPIMTLOTN KATATOCEWG.

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: Toxico: risco de efeitos graves para a satide em caso de exposicdo prolongada por inalagdo, em contacto com a
pele e por ingestdo.

FI:  Myrkyllistd: pitkdaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynd, joutuessaan iholle ja
nieltyna.

SV: Giftigt: risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering genom inandning, hudkontakt och fortiring.

R50/53

ES: Muy téxico para los organismos acudticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acudtico.

DA: Meget giftig for organismer, der lever i vand; kan fordrsage uenskede langtidsvirkninger i vandmiljoet.

DE: Schr giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewissern langerfristig schidliche Wirkungen haben.

EL: TIoAU tofikd yia toug udpofiouc opyaviopols, pmopel va MPOKANEOEL PaKpOXPOVIEC DUGHEVES emmTmoel oTo USATIVO
niepiaov.

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

FR: Tres toxique pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long terme pour l'environnement
aquatique.

IT: Altamente tossico per gli organismi acquatici, pud 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 toxico para os organismos aquéticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquitico.

FI:  Erittdin myrkyllistd vesieliville, voi aiheuttaa pitkdaikaisia haittavaikutuksia vesiymparistoss.

SV: Mycket giftigt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga langtidseffekter i vattenmiljon.

R51/53

ES: Toéxico para los organismos acudticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente

acudtico.

DA: Giftig for organismer, der lever i vand; kan fordrsage uenskede langtidsvirkninger i vandmiljoet.

DE:

Giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewdssern langerfristig schadliche Wirkungen haben.
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EL:

EN:
FR:

NL:

PT:
FL:
SV:

Towo yia toug udpoOPlous opyaviopols, pmopel va TPOKONEOEL HAKPOXPOVIEC OUOHEVEIC EmMTMOES OTO UdATIVO
nepifallov.

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

Toxique pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long terme pour l'environnement
aquatique.

Tossico per gli organismi acquatici, pud provocare a lungo termine effetti negativi per 'ambiente acquatico.

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

Téxico para os organismos aqudticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aqudtico.
Myrkyllistd vesielidille, voi aiheuttaa pitkdaikaisia haittavaikutuksia vesiymparistossa.

Giftigt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga langtidseffekter i vattenmiljon.

R52/53

ES:

DA:

DE:
EL:

EN:
FR:

IT:
NL:

PT:
FL:
SV:

Nocivo para los organismos acudticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acudtico.

Skadelig for organismer, der lever i vand; kan fordrsage uonskede langtidsvirkninger i vandmiljoet.
Schidlich fiir Wasserorganismen, kann in Gewdssern lingerfristig schidliche Wirkungen haben.

EmpAaféc yia toug udpopioug opyavicpols, pmopel va TMPOKAAECEL PHAKPOXPOVIEG OUOHEVEIG EMIMTMOEIS OTO UBATIVO
niepipalov.

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

Nocif pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long terme pour l'environnement
aquatique.

Nocivo per gli organismi acquatici, puo provocare a lungo termine effetti negativi per I'ambiente acquatico.

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

Nocivo para os organismos aqudticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquatico.
Haitallista vesieli6ille, voi aiheuttaa pitkdaikaisia haittavaikutuksia vesiymparistossa.

Skadligt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga lingtidseffekter i vattenmiljon.

R68/20

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalacion.

Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved inddnding.
Gesundheitsschddlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen.
EmpAafés: mdavoi kiviuvor povipwv emdpacewy Otav e1omvEeTaL.

Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation.

Nocif: possibilité d'effets irréversibles par inhalation.

Nocivo: possibilita di effetti irreversibili per inalazione.

Schadelijk: bij inademing zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.
Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagdo.

Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettyna.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid inandning.

R68/21

ES:

DA:
DE:

EL:
EN:
FR:

Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por contacto con la piel

Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved hudkontakt.

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut.
Emphapés: mdavol kivuvor povipwy emdpaoewv oe enagn pe to Séppa.

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

Nocif: possibilité d'effets irréversibles par contact avec la peau.
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IT:
NL:
PT:
FI:
Sv:

Nocivo: possibilita di effetti irreversibili a contatto con la pelle.

Schadelijk: bij aanraking met de huid zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.
Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis em contacto com a pele.
Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid hudkontakt.

R68/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por ingestion.

Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved indtagelse.

Gesundheitsschidlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken.
Emphapés: mdavol kivduvor povipwy emdpaoewy o€ mepInToOT KATATOGENS.

Harmful: possible risk of irreversible effects if swallowed.

Nocif: possibilité d'effets irréversibles par ingestion.

Nocivo: possibilita di effetti irreversibili per ingestione.

Schadelijk: bij opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.
Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por ingestdo.

Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara nieltyna.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid fortiring.

R68/20/21

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

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

Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved inddnding og hudkontakt.

Gesundheitsschadlich: Maglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.
Emphapés: mdavol kivduvor povipey emdploeny Otav eloTvVEETaL KaL G ENAQT PE TO déppa.

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

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

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

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

Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagdo e em contacto com a pele.

Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettyni ja joutuessaan iholle.

Farligt: méjlig risk for bestdende hilsoskador vid inandning och hudkontakt.

R68/20/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalacién e ingestion.

Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved inddnding og indtagelse.

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken.
Emifhafés: mdavol kivduvol povipov emdpioewy OTav eLoTVEETAL KAL OE TIEPIMTOOT] KATAMOGEWG.
Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation and if swallowed.

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

Nocivo: possibilita di effetti irreversibili per inalazione e ingestione.

Schadelijk: bij inademing en opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.
Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagio e ingestdo.

Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynd ja nieltyna.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid inandning och fortiring.
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R68/21/22

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

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

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

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut und durch Verschlucken.
Emphapés: mdavol kivduvor povipwy emdpaoewv oe enagr pe o SEppa KoL o€ MEPIMTOOT KATAMOOEWG.

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

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

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

Schadelijk: bij aanraking met de huid en opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.
Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis em contacto com a pele e por ingestdo.

Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltyna.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid hudkontakt och fortiring.

R68/20/21/22

ES:

DA:

DE:

EL:
EN:
FR:
IT:

NL:

PT:
FI:
SV:

Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalacién, contacto con la piel e ingestion.
Farlig: mulighed for varig skade pa helbred ved inddnding, hudkontakt og indtagelse.

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berithrung mit der Haut und durch
Verschlucken.

EmpAafés: mdavoi kiviuvor povipwv emdpacewy OTav EIOTIVEETAL, OE ENAPI] HE TO SEPHA KAl OE MEPIMTWOTN KATAMOCEWS.
Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.

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

Nocivo: possibilita di effetti irreversibili per inalazione, a contatto con la pelle e per ingestione.

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

Nocivo: possibilidade de efeitos irreversiveis por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestdo.
Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettyni, joutuessaan iholle ja nieltyna.

Farligt: mojlig risk for bestdende hilsoskador vid inandning, hudkontakt och fortdring.
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ANEXO IV

Consejos de prudencia relativos a las sustancias y preparados peligrosos
BILAG IV

Forsigtighedsregler for farlige stoffer og praeparater

ANHANG IV

Sicherheitsratschlige fiir gefihrliche Stoffe und Zubereitungen
ITAPAPTHMA IV

Odnyigg aogaloic xpriene mov agopoiv emkivduveg xnuikéc oveies kat TapackevdopaTa
ANNEX IV

Safety advice concerning dangerous substances and preparations

ANNEXE IV

Conseils de prudence concernant les substances et préparations dangereuses
ALLEGATO IV

Consigli di prudenza riguardanti le sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE IV

Veiligheidsaanbevelingen met betrekking tot gevaarlijke stoffen en preparaten
ANEXO IV

Conselhos de prudéncia relativos a substincias e preparacdes perigosas
LITE IV

Vaarallisten aineiden ja valmisteiden turvallisuusohjeet

BILAGA IV

Skyddsfraser for farliga imnen och beredningar
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Consérvese bajo llave.
Opbevares under lis.

Unter Verschluss aufbewahren.
Na gulaocetar kKhedopévo.
Keep locked up.

Conserver sous clé.
Conservare sotto chiave.
Achter slot bewaren.

Guardar fechado a chave.
Sdilytettavi lukitussa tilassa.

Forvaras i 1ast utrymme.

Manténgase fuera del alcance de los nifios.
Opbevares utilgeengeligt for bern.

Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.
Makpud ano moudid.

Keep out of the reach of children.

Conserver hors de portée des enfants.
Conservare fuori della portata dei bambini.
Buiten bereik van kinderen bewaren.

Manter fora do alcance das criangas.
Sailytettdva lasten ulottumattomissa.

Forvaras odtkomligt for barn.

Consérvese en lugar fresco.
Opbevares koligt.

Kiihl aufbewahren.

Na gulaocoetar oe dpooepd pépoc.
Keep in a cool place.

Conserver dans un endroit frais.
Conservare in luogo fresco.

Op een koele plaats bewaren.
Guardar em lugar fresco.
Sailytettdva viiledssa.

Forvaras svalt.

Manténgase lejos de locales habitados.

Ma ikke opbevares i nerheden af beboelse.
Von Wohnplitzen fernhalten.

Makpud ano KaToKnpEVoUg XHpous.

Keep away from living quarters.

Conserver a I'écart de tout local d'habitation.
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Conservare lontano da locali di abitazione.
Verwijderd van woonruimten opbergen.
Manter fora de qualquer zona de habitagao.
Ei saa sdilyttdd asuintiloissa.

Forvaras avskilt fran bostadsutrymmen.

Consérvese en ... (liquido apropiado a especificar por el fabricante).
Opbevares under ... (en egnet veske, som angives af fabrikanten).

Unter ... aufbewahren (geeignete Fliissigkeit vom Hersteller anzugeben).

Na datnpeitar to mepiexopevo péoa ot ... (to €idoc Tou katdAAnAou vypov kadopiletar and Tov mapaywyo).

Keep contents under ... (appropriate liquid to be specified by the manufacturer).
Conserver sous ... (liquide approprié a spécifier par le fabricant).

Conservare sotto ... (liquido appropriato da indicarsi da parte del fabbricante).

Onder ... houden (geschikte vloeistof aan te geven door fabrikant).

Manter sob ... (liquido apropriado a especificar pelo produtor).

Sisalto sdilytettdava ... (tarkoitukseen soveltuvan nesteen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Forvara innehallet i ... (ldmplig vdtska anges av tillverkaren).

Consérvese en ... (gas inerte a especificar por el fabricante).

Opbevares under ... (en inaktiv gas, som angives af fabrikanten).

Unter ... aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben).

Na datnpeitar o atpodopaipa ... (to €ibog Tou adpavoug agpiov kadopiletar and v mapaywyo).
Keep under ... (inert gas to be specified by the manufacturer).

Conserver sous ... (gaz inerte a spécifier par le fabricant).

Conservare sotto ... (gas inerte da indicarsi da parte del fabbricante).

Onder ... houden (inert gas aan te geven door fabrikant).

Manter sob ... (gds inerte a especificar pelo produtor).

Sdilytettavi ... (inertin kaasun ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Forvaras i ... (inert gas anges av tillverkaren).

Manténgase el recipiente bien cerrado.
Emballagen skal holdes tat lukket.
Behilter dicht geschlossen halten.

To Soyelo va durtnpeitar eppntika KAelopEvo.
Keep container tightly closed.

Conserver le récipient bien fermé.
Conservare il recipiente ben chiuso.

In goed gesloten verpakking bewaren.
Manter o recipiente bem fechado.
Sailytettava tiiviisti suljettuna.

Forpackningen forvaras val tillsluten.



L 225/126

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

S8
ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FL:
SV:

S9
ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FI:
SV:

S12
ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:

NL:

FL:
SV:

S13
ES:
DA:
DE:
EL:
EN:
FR:

Manténgase el recipiente en lugar seco.
Emballagen skal opbevares tort.

Behilter trocken halten.

To Soyelo va mpootatebeTar and Ty vypaocia.
Keep container dry.

Conserver le récipient a l'abri de I'humidité.
Conservare al riparo dall'umidita.
Verpakking droog houden.

Manter o recipiente ao abrigo da humidade.
Sailytettavd kuivana.

Forpackningen férvaras torrt.

Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.
Emballagen skal opbevares pd et godt ventileret sted.
Behilter an einem gut geliifteten Ort aufbewahren.
To Soyelo va datnpeitar o€ kakd aepillopevo HEPOG.
Keep container in a well-ventilated place.

Conserver le récipient dans un endroit bien ventilé.
Conservare il recipiente in luogo ben ventilato.

Op een goed geventileerde plaats bewaren.

Manter o recipiente num local bem ventilado.
Sailytettdvé paikassa, jossa on hyvé ilmanvaihto.

Forpackningen forvaras pd vil ventilerad plats.

No cerrar el recipiente herméticamente.
Emballagen ma ikke lukkes teet.

Behilter nicht gasdicht verschliefSen.

Mn Swtpeite to Soyeio epprtika kK\etopévo.
Do not keep the container sealed.

Ne pas fermer hermétiquement le récipient.
Non chiudere ermeticamente il recipiente.
De verpakking niet hermetisch sluiten.
Nio fechar o recipiente hermeticamente.
Pakkausta ei saa sulkea ilmatiiviisti.

Forpackningen far inte tillslutas lufttdtt.

Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos.

Ma ikke opbevares sammen med fedevarer, drikkevarer og foderstoffer.
Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten.

Makpud ano Tpogiua, motd Kat {eoTpopEs.

Keep away from food, drink and animal feedingstuffs.

Conserver a l'écart des aliments et boissons, y compris ceux pour animaux.
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Conservare lontano da alimenti o mangimi e da bevande.
Verwijderd houden van eet- en drinkwaren en van diervoeder.
Manter afastado de alimentos e bebidas, incluindo os dos animais.
Ei saa sdilyttdd yhdessid elintarvikkeiden eikd eldinravinnon kanssa.

Forvaras atskilt frn livsmedel och djurfoder.

Consérvese lejos de ... (materiales incompatibles a especificar por el fabricante).
Opbevares adskilt fra ... (uforligelige stoffer, som angives af fabrikanten).

Von ... fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben).
Makpud ano ... (aovpfatec ovoiec kadopilovial and Tov mapaywyo).

Keep away from ... (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).

Conserver a l'écart des ... (matieres incompatibles d indiquer par le fabricant).

Conservare lontano da ... (sostanze incompatibili da precisare da parte del produttore).

Verwijderd houden van ... (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden aan te geven door de fabrikant).

Manter afastado de ... (matérias incompativeis a indicar pelo produtor).
Sailytettdva erillddn ... (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Forvaras dtskilt fran ... (of6renliga dmnen anges av tillverkaren).

Conservar alejado del calor.

M4 ikke udsattes for varme.
Vor Hitze schiitzen.

Makpud and deppotnta.

Keep away from heat.
Conserver a I'écart de la chaleur.
Conservare lontano dal calore.
Verwijderd houden van warmte.
Manter afastado do calor.
Suojattava lammolti.

Fér inte utsittas for virme.

Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas — No fumar.

Holdes vk fra antendelseskilder — Rygning forbudt.

Von Ziindquellen fernhalten — Nicht rauchen.

Makpud and myés avagheéng — AnayopeUeTal To KAMVIOHA.

Keep away from sources of ignition — No smoking.

Conserver a l'écart de toute flamme ou source d'étincelles — Ne pas fumer.
Conservare lontano da fiamme e scintille — Non fumare.

Verwijderd houden van ontstekingsbronnen — Niet roken.

Manter afastado de qualquer chama ou fonte de igni¢do — Néo fumar.
Eristettdvi sytytyslihteisti — Tupakointi kielletty.

Forvaras atskilt frén antindningskéllor — Rokning forbjuden.
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Manténgase lejos de materias combustibles.
Holdes vk fra brandbare stoffer.

Von brennbaren Stoffen fernhalten.
Makpud and kavotpa UNIKA.

Keep away from combustible material.
Tenir & 1'écart des matiéres combustibles.
Tenere lontano da sostanze combustibili.
Verwijderd houden van brandbare stoffen.
Manter afastado de matérias combustiveis.
Sdilytettavi erillddn syttyvistd kemikaaleista.

Forvaras atskilt fran brandfarliga dmnen.

Manipulese y dbrase el recipiente con prudencia.

Emballagen skal behandles og dbnes med forsigtighed.

Behilter mit Vorsicht 6ffnen und handhaben.

Xeiproteite kar avoiEte To Soyelo mpooekTIKA.

Handle and open container with care.

Manipuler et ouvrir le récipient avec prudence.

Manipolare ed aprire il recipiente con cautela.

Verpakking voorzichtig behandelen en openen.

Manipular e abrir o recipiente com prudéncia.

Pakkauksen kisittelyssd ja avaamisessa on noudatettava varovaisuutta.

Forpackningen hanteras och oppnas forsiktigt.

No comer ni beber durante su utilizacién.

Der mé ikke spises eller drikkes under brugen.

Bei der Arbeit nicht essen und trinken.

Mnv TpOTE 1} TVETE OTAV TO XPT|OLHOTOLEITE.

When using do not eat or drink.

Ne pas manger et ne pas boire pendant 'utilisation.
Non mangiare né bere durante I'impiego.

Niet eten of drinken tijdens gebruik.

Nao comer nem beber durante a utilizagdo.

Sy6minen ja juominen kielletty kemikaalia kasiteltdessa.

At inte eller drick inte under hanteringen

No fumar durante su utilizaci6n.
Der md ikke ryges under brugen.
Bei der Arbeit nicht rauchen.

Mnv kanviCeTe Otav To Xprotponoteite.
When using do not smoke.

Ne pas fumer pendant l'utilisation.
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Non fumare durante I'impiego.

Niet roken tijdens gebruik.

Néo fumar durante a utilizagdo.

Tupakointi kielletty kemikaalia kdytettdessa.

Rok inte under hanteringen.

No respirar el polvo.

Undgé inddnding af stov.
Staub nicht einatmen.

Mnv avamvéete v oKov).

Do not breathe dust.

Ne pas respirer les poussiéres.
Non respirare le polveri.

Stof niet inademen.

Ndo respirar as poeiras.
Viltettdva polyn hengittdmista.

Undvik inandning av damm.

No respirar los gases/humos|vapores/acrosoles [denominacidn(es) adecuada(s) a especificar por el fabricante].
Undgé inddnding af gas/reg/dampe/aerosol-tager (den eller de pageldende betegnelser angives af fabrikanten).
Gas|Rauch/Dampf|Aerosol nicht einatmen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

Mnv avanvéete aéplajavadupudoeis/atpols/ekvepopata (1 katdAAnAn Siatunwon kadopiletar and v mapaywyo).
Do not breathe gas/fumes/vapour/[spray (appropriate wording to be specified by the manufacturer).

Ne pas respirer les gaz[/fumées/vapeurs/aérosols [terme(s) approprié(s) a indiquer par le fabricant].

Non respirare i gas/fumi/vapori/aerosoli [termine(i) appropriato(i) da precisare da parte del produttore].
Gas(rook/damp/spuitnevel niet inademen (toepasselijke term(en) aan te geven door de fabrikant).

Nao respirar os gases/vapores/fumos/aerossdis [termo(s) apropriado(s) a indicar pelo produtor].

Viltettdvi kaasun/huurun/hoyryn/sumun hengittimistd (oikean sanamuodon valitsee valmistaja/maahantuoja).

Undvik inandning av gas/rok/dnga/dimma (lamplig formulering anges av tillverkaren).

Evitese el contacto con la piel.

Undgé kontakt med huden.

Berithrung mit der Haut vermeiden.
Amogelyete v enagn pe to Séppa.
Avoid contact with skin.

Eviter le contact avec la peau.

Evitare il contatto con la pelle.
Aanraking met de huid vermijden.
Evitar o contacto com a pele.
Varottava kemikaalin joutumista iholle.

Undvik kontakt med huden.
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ES: Evitese el contacto con los ojos.

DA: Undgé kontakt med gjnene.

DE: Berithrung mit den Augen vermeiden.
EL: Amogelyete TNV emagr pe ta potia.
EN: Avoid contact with eyes.

FR: Eviter 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.

Fl:  Varottava kemikaalin joutumista silmiin.

SV: Undvik kontakt med 6gonen.

$26

ES: En caso de contacto con los ojos, ldvense inmediata y abundantemente con agua y actdase a un médico.

DA: Kommer stoffet i gjnene, skylles straks grundigt med vand og lage kontaktes.

DE: Bei Berithrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren.

EL: Ze mepintoon enagnc pe ta patia mAVETE Ta apésns pe apdovo vepd kat {tiote 1atpikr oupfoul).

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 dgua e consultar um especialista.

FI: Roiskeet silmistd huuhdeltava vilittomasti runsaalla vedelld ja mentéva laakariin.

SV: Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare.

S27

ES: Quitese inmediatamente la ropa manchada o salpicada.

DA: Tilsmudset toj tages straks af.

DE: Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen.

EL:  Agapéote apgong O ta evdupata mou éxouv poAuvdel.

EN: Take off immediately all contaminated clothing.

FR: Enlever immédiatement tout vétement souillé ou éclaboussé.
IT: Togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati.
NL: Verontreinigde kleding onmiddellijk uittrekken.

PT: Retirar imediatamente todo o vestudrio contaminado.

FI: Riisuttava vilittdmdsti saastunut vaatetus.

SV: Tag genast av alla nedstinkta kldder.

$28

ES: En caso de contacto con la piel, ldvese inmediata y abundantemente con ... (productos a especificar por el fabricante).
DA: Kommer stof pd huden vaskes straks med store meengder ... (angives af fabrikanten).

DE: Bei Berithrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel ... (vom Hersteller anzugeben).

EL: Ze mepimtoon enagnc pe to Séppa, mwudeite apgowg pe apdovo ... (to €idog Tou uypol kadopiletar amd Tov mapaywyo).

EN: After contact with skin, wash immediately with plenty of ... (to be specified by the manufacturer).
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Apres contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec ... (produits appropriés a indiquer par le
fabricant).

In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con ... (prodotti idonei da indicarsi da
parte del fabbricante).

Na aanraking met de huid onmiddellik wassen met veel ... (aan te geven door de fabrikant).
Apds contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com ... (produtos adequados a indicar pelo produtor).
Roiskeet iholta huuhdeltava vilittomisti runsaalla mddralld ... (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Vid kontakt med huden tvitta genast med mycket ... (anges av tillverkaren).

No tirar los residuos por el desagiie.

Ma ikke tommes i kloakaflgb.

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen.

Mnv adeldlete t0 UTONOITO TOU TIEPIEYOPEVOU OTNV ATOXETEUOT).
Do not empty into drains.

Ne pas jeter les résidus a I'égout.

Non gettare i residui nelle fognature.

Afval niet in de gootsteen werpen.

Nao deitar os residuos no esgoto.

Ei saa tyhjentdd viemdriin.

Toém ¢j i avloppet.

No echar jamds agua a este producto.
Held aldrig vand pé eller i produktet.
Niemals Wasser hinzugief3en.

[Toté v mPoGVETETE VEPO OTO TPOIOY AUTO.
Never add water to this product.

Ne jamais verser de I'eau dans ce produit.
Non versare acqua sul prodotto.

Nooit water op deze stof gieten.

Nunca adicionar dgua a este produto.
Tuotteeseen ei saa lisitd vettd.

Hall aldrig vatten pa eller i produkten.

Evitese la acumulacion de cargas electroestiticas.

Traf foranstaltninger mod statisk elektricitet.

Mafinahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.
AdfeTe TPOOTATEVTIKA PETPA EVAVTL AEKTPOOTATIKOV EKKEVAGEGV.
Take precautionary measures against static discharges.

Eviter 'accumulation de charges électrostatiques.

Evitare l'accumulo di cariche elettrostatiche.

Maatregelen treffen tegen ontladingen van statische elektriciteit.
Evitar acumulagdo de cargas electrostdticas.

Estettdva staattisen sahkon aiheuttama kipinéinti.

Vidtag dtgarder mot statisk elektricitet.
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Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles.
Materialet og dets beholder skal bortskaffes pd en sikker méde.

Abfille und Behilter miissen in gesicherter Weise beseitigt werden.

To uAikO KkaL 0 TepIEKTNG Tou mpémel va dtatedel pie ac@akn TpoOmo.

This material and its container must be disposed of in a safe way.

Ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en prenant toutes les précautions d'usage.
Non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni.

Deze stof en de verpakking op veilige wijze afvoeren.

Nio se desfazer deste produto e do seu recipiente sem tomar as precaugdes de seguranga devidas.

T4mi aine ja sen pakkaus on hévitettidva turvallisesti.

Produkt och forpackning skall oskadliggéras pa sdkert sitt.

Usese indumentaria protectora adecuada.

Brug serligt arbejdstgj.

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.
Na gopdre katdAAnkn npootateutikr evdupaoia.
Wear suitable protective clothing.

Porter un vétement de protection approprié.
Usare indumenti protettivi adatti.

Draag geschikte beschermende kleding.

Usar vestudrio de protecgdo adequado.
Kdytettdvd sopivaa suojavaatetusta.

Anvind lampliga skyddsklider.

Usense guantes adecuados.

Brug egnede beskyttelseshandsker under arbejdet.
Geeignete Schutzhandschuhe tragen.

Na gopérte kat@AA\nha yavria.

Wear suitable gloves.

Porter des gants appropriés.

Usare guanti adatti.

Draag geschikte handschoenen.

Usar luvas adequadas.

Kéytettdvd sopivia suojakisineitd.

Anvind lampliga skyddshandskar.

En caso de ventilacién insuficiente, Gsese equipo respiratorio adecuado.

Brug egnet dndedratsvaern, hvis effektiv ventilation ikke er mulig.

Bei unzureichender Beliiftung Atemschutzgerit anlegen.

e MePIMTOOT AVENAPKOUG AEPIOHOU, XPNOLHOMOIELTe KATAAANAN AVATVEUGTIKT) GUGKEUT).
In case of insufficient ventilation, wear suitable respiratory equipment.

En cas de ventilation insuffisante, porter un appareil respiratoire approprié.
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S$41
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EN:
FR:
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In caso di ventilazione insufficiente, usare un apparecchio respiratorio adatto.

Bij ontoereikende ventilatie een geschikte adembescherming dragen.

Em caso de ventilagdo insuficiente, usar equipamento respiratério adequado.
Kemikaalin kdytto edellyttdd tehokasta ilmanvaihtoa tai sopivaa hengityksensuojainta.

Anvind lampligt andningsskydd vid otillricklig ventilation.

Usese proteccién para los ojos/la cara.

Brug beskyttelsesbriller/ansigtsskaerm under arbejdet.
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

XpNOLOTIOIEITE GUOKEUT TPOOTAGLAG PATIOV/TPOCOTOU.
Wear eye/face protection.

Porter un appareil de protection des yeux/du visage.
Proteggersi gli occhi/la faccia.

Een bescherming voor de ogen/voor het gezicht dragen.
Usar um equipamento protector para os olhos|face.
Kaytettdva silmien- tai kasvonsuojainta.

Anvind skyddsglasogon eller ansiktsskydd.

Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, tsese ... (a especificar por el fabricante).
Gulvet og tilsmudsede genstande renses med ... (midlerne angives af fabrikanten).
Fuflboden und verunreinigte Gegenstiande mit ... reinigen (Material vom Hersteller anzugeben).

Ta tov kadapiopo tou damtdou kat O eV TV aviikelpévey mou £xouv poAuvdel and to UAIKO auTd XPrOtHOTOIELTE ... (to
€ido¢ kadopiletar amo Tov mapaywyo).

To clean the floor and all objects contaminated by this material, use ... (to be specified by the manufacturer).
Pour nettoyer le sol ou les objets souillés par ce produit, utiliser ... (a préciser par le fabricant).
Per pulire il pavimento e gli oggetti contaminati da questo prodotto, usare ... (da precisare da parte del produttore).

Voor de reiniging van de vloer en alle voorwerpen verontreinigd met dit materiaal, ... gebruiken (aan te geven door
de fabrikant).

Para limpeza do chdo e objectos contaminados por este produto, utilizar ... (a especificar pelo produtor).
Kemikaali puhdistettava pinnoilta kdyttden ... (kemikaalin ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Golv och fororenade foremal tvittas med ... (anges av tillverkaren).

En caso de incendio y/o de explosién no respire los humos.

Undga at inddnde regen ved brand eller eksplosion.

Explosions- und Brandgase nicht einatmen.

Y& MePImTLON MUPKAYIAG T/KaL EKPTIEEWG PV AVOTMVEETE TOUG KATVOUG.

In case of fire andfor explosion do not breathe fumes.

En cas d'incendie etfou d'explosion, ne pas respirer les fumées.

In caso di incendio efo esplosione non respirare i fumi.

In geval van brand en/of explosie inademen van rook vermijden.

Em caso de incéndio efou explosdo ndo respirar os fumos.

Viltettdvad palamisessa tai rdjahdyksessd muodostuvan savun hengittimista.

Undvik inandning av rok vid brand eller explosion.
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Durante las fumigaciones/pulverizaciones, tisese equipo respiratorio adecuado [denominacidn(es) adecuada(s) a especifi-
car por el fabricante].

Brug egnet dndedratsvarn ved rygning/sprejtning (den eller de pageeldende betegnelser angives af fabrikanten).
Beim Rauchern/Versprithen geeignetes Atemschutzgerit anlegen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

Kata m dpkeia unokanviopol/yekaopatog xproponoteite kat@A\n\n avanvevotikr ouokeur] (1 katdAAnAn Sratvmwon
kadopiletar and tov napaywyo).

During fumigation/spraying wear suitable respiratory equipment (appropriate wording to be specified by the
manufacturer).

Pendant les fumigations/pulvérisations, porter un appareil respiratoire approprié [terme(s) approprié(s) a indiquer par
le fabricant).

Durante le fumigazioni/polimerizzazioni usare un apparecchio respiratorio adatto [termine(i) appropriato(i) da preci-
sare da parte del produttore].

Tijdens de ontsmetting/bespuiting een geschikte adembescherming dragen (geschikte term(en) door de fabrikant aan te
geven).

Durante as fumigacdes/pulverizagdes usar equipamento respiratério adequado [termo(s) adequado(s) a indicar pelo
produtor].

Kaasutuksen/ruiskutuksen —aikana kdytettivd sopivaa hengityksensuojainta (oikean  sanamuodon  valitsee
valmistaja/maahantuoja).

Anvind limpligt andningsskydd vid gasning/sprutning (specificeras av tillverkaren).

En caso de incendio, utilizar ... (los medios de extincion los debe especificar el fabricante). (Si el agua aumenta el riesgo, se
deberd afiadir: No usar nunca agua»).

Brug ... ved brandslukning (den nejagtige type brandslukningsudstyr angives af fabrikanten. Safremt vand ikke md bruges
tilfojes: »Brug ikke vand).

Zum Loschen ... (vom Hersteller anzugeben) verwenden. (Wenn Wasser die Gefahr erhoht, anfiigen: ,Kein Wasser
verwenden®.).

Te TEPINTWON MUPKAYLAG XPTOHOTOLEITE ... (Avagépetar To akpifBéc €ido¢ péowv mupooPeorc. Eav to vepo avEdver tov
Kkivbuvo, mpootidetar: «M1 XPHOIHOTIOIEITE TOTE VEPO).

In case of fire, use ... (indicate in the space the precise type of fire-fighting equipment. If water increases risk, add ‘Never use
water’).

En cas d'incendie, utiliser ... (moyens d'extinction d préciser par le fabricant. Si l'eau augmente les risques, ajouter: «Ne
jamais utiliser d'eau).

In caso di incendio usare ... (mezzi estinguenti idonei da indicarsi da parte del fabbricante. Se l'acqua aumenta il rischio
precisare «Non usare acqua).

In geval van brand ... gebruiken (blusmiddelen aan te duiden door de fabrikant. Indien water het risico vergroot toevoegen:
,Nooit water gebruiken.”).

Em caso de incéndio, utilizar ... (meios de extingdo a especificar pelo produtor. Se a dgua aumentar os riscos, acrescentar
«Nunca utilizar dgua»).

Sammutukseen kiytettdvi ... (ilmoitettava sopiva sammutusmenetelmd. Jos vesi lisid vaaraa, lisdttavd sanat: Sammutuk-
seen ei saa kdyttdd vettd).

Vid brandslickning anvénd ... (ange limplig metod. Om vatten Gkar riskerna, ligg till: "Anvind aldrig vatten”).

En caso de accidente o malestar, actidase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).

Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende er omgaende leegebehandling nedvendig; vis etiketten, hvis det er
muligt.

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, dieses Etikett vorzeigen).

Se mepintoon atuynpatog 1 av acdavdeite adiadesia {ntiote apons tatpikr oupfoulr (deibte v etkétta av elvor
duvaro).

In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).
En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer I'étiquette).

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 indisposi¢do, consultar imediatamente o médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).

FI: Onnettomuuden sattuessa tai tunnettaessa pahoinvointia hakeuduttava heti lddkidrin hoitoon (ndytettdva tatd etiket-
tid, mikdli mahdollista).

SV: Vid olycksfall, illamdende eller annan péverkan, kontakta omedelbart likare. Visa om majligt etiketten.

S46

ES: En caso de ingestion, actidase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el envase.
DA: Ved indtagelse, kontakt omgdende laege og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken sofort drztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vorzeigen.

EL: e mepintwon katdnoons {nujote apgows wtpik oupfouln kat deifte autd o Soyelo 1) v etkérra.
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 1'étiquette.
IT: In caso d'ingestione consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o I'etichetta.
NL: In geval van inslikken onmiddellijk een arts raadplegen en verpakking of etiket tonen.

PT: Em caso de ingestdo, consultar imediatamente o médico e mostrar-lhe a embalagem ou o rétulo.
FI: Jos ainetta on nielty, hakeuduttava heti lddkédrin hoitoon ja nédytettiva tdimd pakkaus tai etiketti.

SV: Vid fortaring kontakta genast lakare och visa denna forpackning eller etiketten.

S$47

ES: Consérvese a una temperatura no superior a ... °C (a especificar por el fabricante).
DA: Md ikke opbevares ved temperaturer pa over ... °C (angives af fabrikanten).

DE: Nicht bei Temperaturen iiber ... °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).

EL: Na Swtnpeitar oe Jeppokpaocia mou dev unepfaiver Toug ... °C (kadopiletar ano tov mapaywyo).
EN: Keep at temperature not exceeding ... °C (to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver a une température ne dépassant pas ... °C (4 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 ndo exceda ... °C (a especificar pelo produtor).

FL:  Siilytettdvi alle ... °C:n lampétilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa limpétilan).

SV: Forvaras vid en temperatur som inte overstiger ... °C (anges av tillverkaren).

S48

ES: Consérvese hiimedo 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: Na Swtnpeitar vypo pe ... (o katdAAnAo vAikd kadopiCetar and Tov mapaywyo).
EN: Keep wet with ... (appropriate material to be specified by the manufacturer).

FR: Maintenir humide avec ... (moyen approprié a 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 himido com ... (material adequado a especificar pelo produtor).

FI.  Siilytettdvd kosteana ... (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa sopivan aineen).

SV: Innehéllet skall héllas fuktigt med ... (lampligt material anges av tillverkaren).
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$49

ES: Consérvese Gnicamente en el recipiente de origen.
DA: M4 kun opbevares i den originale emballage.

DE: Nur im Originalbehilter aufbewahren.

EL:  Awrtnpeitar povo pgoa oto apyiko doyeio.

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:  Siilytettdva vain alkuperdispakkauksessa.

SV: Forvaras endast i originalférpackningen.

§$50

ES: No mezclar con ... (a especificar por el fabricante).

DA: M4 ikke blandes med ... (angives af fabrikanten).

DE: Nicht mischen mit ... (vom Hersteller anzugeben).

EL: Na pnv avapedel pe ... (kadopiletar and tov mapaywyo).
EN: Do not mix with ... (to be specified by the manufacturer).

FR: Ne pas mélanger avec ... (a 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: Néo misturar com ... (a especificar pelo produtor).

FI:  Ei saa sekoittaa ... (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa aineen) kanssa.

SV: Blanda inte med ... (anges av tillverkaren).

S$51

ES: Usese tnicamente en lugares bien ventilados.
DA: M4 kun bruges pa steder med god ventilation.
DE: Nur in gut geliifteten Bereichen verwenden.

EL: Na yprjowponoteital povo o€ kahd agpilOpevo Xopo.
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 hyvisti ilmanvaihdosta.

SV: Sorj for god ventilation.

§52

ES: No usar sobre grandes superficies en locales habitados.

DA: Bor ikke anvendes til storre flader i beboelses- eller opholdsrum.
DE: Nicht grofiflichig fiir Wohn- und Aufenthaltsriume zu verwenden.
EL: Aev ouviotatal 1) Xprior O€ EUPELEG EMQYAVELES OF EOWTEPIKOUG XOPOUG.
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: Nio utilizar em grandes superficies nos locais habitados.

FI:  Ei suositella sisikdyttoon laajoilla pinnoilla.

SV: Olampligt for anvindning inomhus vid behandling av stora ytor.

S$53
ES: Evitese la exposicion — recdbense instrucciones especiales antes del uso.
DA: Undga enhver kontakt — indhent serlige anvisninger for brug.

DE: Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

EL:  Amogelyete Ty ékdeon — epodiaoteite pie Tig e1dikég odnyies mpwv anod ) xprion.

EN: Avoid exposure — obtain special instructions before use.

FR: Eviter I'exposition — se procurer des instructions spéciales avant l'utilisation.
IT: Evitare l'esposizione — procurarsi speciali istruzioni prima dell'uso.

NL: Blootstelling vermijden — v66r gebruik speciale aanwijzingen raadplegen.
PT: Evitar a exposi¢io — obter instrugdes especificas antes da utilizagdo.

FI:  Viltettdva altistumista — ohjeet luettava ennen kayttod.

SV: Undvik exponering — Begir specialinstruktioner fore anvindning.

§56

ES: Eliminense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida ptblica 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 Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

EL: To ulik0 autd kot 0 MEPEKTNG TOU Va evanoTedolv oe xbpo cuANoyrg emkivduvay 1 eldikav anofMjtwy.
EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.
FR: Eliminer 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 residuos perigosos

ou especiais.

FI: Tdm4 aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajétteen vastaanottopaikkaan.

SV: Lamna detta material och dess behdllare till insamlingsstalle for farligt avfall.

S57

ES: Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacién del medio ambiente.

DA: Skal indesluttes forsvarligt for at undgd miljeforurening.

DE: Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behélter verwenden.

EL: Na ypnowponomdel o kataAnlog mepiektng yia va anogeuydel poAuvon tou mepiaAlovtog.

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 contaminagio do ambiente.
Fl:  Kdytettivd sopivaa sdilytystapaa ympériston likaantumisen ehkiisemiseksi.

SV: Forvaras pa lampligt sitt for att undvika miljoférorening.
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ES: Remitirse al fabricante o proveedor para obtener informacién sobre su recuperacion|reciclado.
DA: Indhent oplysninger om genvinding/genanvendelse hos producenten/leveranderen.

DE: Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim Hersteller/Lieferanten erfragen.
EL: Zntiote m\po@opies and Tov mapayeyo[Tpopndeuts| yia avaktnon/avakukAoon.

EN: Refer to manufacturer/supplier for information on recovery/recycling.

FR: Consulter le fabricant/fournisseur pour des informations relatives a la récupération/au recyclage.
IT: Richiedere informazioni al produttore/fornitore per il recuperojriciclaggio.

NL: Raadpleeg fabrikant/leverancier voor informatie over terugwinning/recycling.

PT: Solicitar ao produtor/fornecedor informacdes relativas a sua recuperagdo|reciclagem.

FI: Hanki valmistajalta/luovuttajalta tietoja uudelleenkdytosti/kierratyksest.

SV: Rédfrdga tillverkare/leverantor om dtervinning/iteranvindning.

S60

ES: Eliminense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

DA: Dette materiale og dets beholder skal bortskaffes som farligt affald.

DE: Dieses Produkt und sein Behilter sind als gefdhrlicher Abfall zu entsorgen.

EL: To Ao kar o mepiéktng Tou va dewpniouy kata ) Siideon toug emkivouva andphra.
EN: This material and its container must be disposed of as hazardous waste.

FR: Eliminer 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 residuos perigosos.

FI: Tdmd aine ja sen pakkaus on kisiteltivd ongelmajitteend.

SV: Detta material och dess behllare skall tas om hand som farligt avfall.

S61

ES: Evitese su liberacion al medio ambiente. Recdbense instrucciones especificas de la ficha de datos de seguridad.
DA: Undga udledning til miljeet. Se sarlig vejledning/leveranderbrugsanvisning.

DE: Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.
EL:  Anoguyete v eNeudépwot) Tou oto mepifarlov. Avagepdeite oe e1dikég odnyies/dektio deSopévav acpaleiag.

EN: Avoid release to the environment. Refer to special instructions/safety data sheets.

FR: Eviter 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 libertacdo para o ambiente. Obter instrugdes especificas/fichas de seguranca.

FI:  Viltettdvd pddstdmistd ympdaristoon. Lue erityisohjeet/kdyttoturvallisuustiedote.

SV: Undvik utsldpp till miljon. Lis sirskilda instruktioner/varuinformationsblad.

S62

ES: En caso de ingestion no provocar el vomito: acidase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el
envase.

DA: Ved indtagelse, undgé at fremprovokere opkastning: kontakt omgéende leege og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifithren. Sofort érztlichen Rat einholen und Verpackung oder dieses Etikett
vorzeigen.

EL: Ze mepintoon katanoong va v npokAndel epetoc: {nmiote apgong wtpikr cupfoulr kot deifte autd to Soyelo 1 v
ETIKETTAL TOU.
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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
I'étiquette.

IT: In caso di ingestione non provocare il vomito: consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o
I'etichetta.

NL: Bjj inslikken niet het braken opwekken; direct een arts raadplegen en de verpakking of het etiket tonen.

PT: Em caso de ingestdo, ndo provocar o vomito. Consultar imediatamente um médico e mostrar-lhe a embalagem ou
o rétulo.

FI:  Jos kemikaalia on nielty, ei saa oksennuttaa: hakeuduttava valittomasti ladkarin hoitoon ja naytettava tima pakkaus
tai etiketti.

SV: Vid fortdring, framkalla ¢j krdkning. Kontakta genast likare och visa denna forpackning eller etiketten.

S63

ES: En caso de accidente por inhalacion, alejar a la victima de la zona contaminada y mantenerla en reposo.
DA: Ved ulykkestilfalde ved inddnding bringes tilskadekomne ud i frisk luft og holdes i ro.

DE: Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhigstellen.

EL: e mepintwon atuxnpotog Aoy e10ToviG: amopakpuveTe To JUpa and To HOMUGHEVO XMPO KAl GjOTE TO VO NPERTOEL.
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 inalagdo acidental, remover a vitima da zona contaminada e manté-la em repouso.

FLl:  Jos ainetta on onnettomuuden sattuessa hengitetty: siirrd henkild raittiiseen ilmaan ja pidd hinet levossa.

SV: Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade till frisk luft och 14t vila.

S64

ES: En caso de ingestion, enjudguese la boca con agua (solamente si la persona estd consciente).

DA: Ved indtagelse, skyl munden med vand (kun hvis personen er ved bevidsthed).

DE: Bei Verschlucken Mund mit Wasser ausspiilen (nur wenn Verunfallter bei Bewusstsein ist).

EL: Se mepintwon Katdnoorns, EenUveTe To oTopa pe vepd (HOVo epocov To Jupa diatrpel Tig aiodnoels Tou).
EN: If swallowed, rinse mouth with water (only if the person is conscious).

FR: En cas d'ingestion, rincer la bouche avec de I'eau (seulement si la personne est consciente).

IT: In caso di ingestione, sciacquare la bocca con acqua (solamente se l'infortunato € cosciente).

NL: Bjj inslikken, mond met water spoelen (alleen als de persoon bij bewustzijn is).

PT: Em caso de ingestdo, lavar repetidamente a boca com dgua (apenas se a vitima estiver consciente).
FLl:  Jos ainetta on nielty, huuhtele suu vedelld (vain jos henkilé on tajuissaan).

SV: Vid fortdring, skolj munnen med vatten (endast om personen dr vid medvetande)
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Combinacién de frases-S
Kombination af S-setninger
Kombination der S-Sitze
Suvbuacpoc tev S-pploewy
Combination of S-phrases
Combinaison des phrases S
Combinazioni delle frasi S
Combinatie van S-zinnen
Combinagio das frases S
Yhdistetyt S-lausekkeet

Sammansatta S-fraser

s1/2

ES: Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los nifios.
DA: Opbevares under las og utilgengeligt for bern.

DE: Unter Verschluss und fiir Kinder unzuginglich aufbewahren.
EL: ®uldEte to khedopévo kat pakpud and maidid.

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 & chave e fora do alcance das criangas.

FI:  Siilytettdva lukitussa tilassa ja lasten ulottumattomissa.

SV: Forvaras i 1ast utrymme och odtkomligt for barn.

$3/7

ES: Consérvese el recipiente bien cerrado y en lugar fresco.
DA: Emballagen opbevares tet lukket pa et keligt sted.

DE: Behilter dicht geschlossen halten und an einem kiihlen Ort aufbewahren.
EL:  Awmpeiote 0 doyeio eppntikd kAelopévo oe Spooepod pépoc.
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:  Silytettdva tiiviisti suljettuna viiledssd paikassa.

SV: Forpackningen forvaras vl tillsluten och svalt.

$3/9/14
ES: Consérvese en lugar fresco y bien ventilado y lejos de ... (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares keligt, godt ventileret og adskilt fra ... (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

DE: An einem kithlen, gut geliifteten Ort, entfernt von ... aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden

muss, sind vom Hersteller anzugeben).

EL: Awmpeitar oe dpooepd kar kohd aepilOpevo pepog pakpud amd ... (aoupfata UAIKA moU UMOSEIKVUOVTOL MO TOV

Tapaywyo).
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 a I'écart des ... (matiéres incompatibles a indiquer par le fabricant).
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IT:
NL:

FL:

SV:

Conservare in luogo fresco e ben ventilato lontano da ... (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

Bewaren op een koele, goed geventileerde plaats verwijderd van ... (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden,
aan te geven door de fabrikant).

Conservar em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de ... (matérias incompativeis a indicar pelo produtor).

Sdilytettavi erillddn ... (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja) viiledssi paikassa, jossa on hyvd
ilmanvaihto.

Forvaras svalt, pd vl ventilerad plats dtskilt frén ... (oforenliga dgmnen anges av tillverkaren).

$3/9/14/49

ES:

DA:

DE:

EL:

EN:

FR:

IT:

NL:

FL:

SV:

Consérvese tnicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado y lejos de ... (materiales incompa-
tibles, a especificar por el fabricante).

Mé kun opbevares i originalemballagen pa et keligt, godt ventileret sted og adskilt fra ... (uforligelige stoffer angives
af fabrikanten).

Nur im Originalbehilter an einem kiihlen, gut geliifteten Ort, entfernt von ... aufbewahren (die Stoffe, mit denen
Kontakt vermieden werden muss, sind vom Hersteller anzugeben).

Awtmpeitan povo péoa oto apyikd doyeio oe dpocepd kat kahd aepillopevo pépog pakpud and ... (aoUpfata vhika mou
umodeikvlovTaL amd Tov mapaywyo).

Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place away from ... (incompatible materials to be
indicated by the manufacturer).

Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé a I'écart de ... (matieres
incompatibles & indiquer par le fabricant).

Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato lontano da ... (materiali incompatibili
da precisare da parte del fabbricante).

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).

Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de ... (matérias incompa-
tiveis a indicar pelo produtor).

Sailytettdvd alkuperdispakkauksessa viiledssd paikassa, jossa on hyvi ilmanvaihto erillddn ... (yhteensopimattomat
aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Forvaras endast i originalférpackningen pé sval, vil ventilerad plats atskilt frdn ... (ofdrenliga dmnen anges av
tillverkaren).

$3/9/49

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Consérvese unicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado.

Ma kun opbevares i originalemballagen pé et keligt, godt ventileret sted.

Nur im Originalbehalter an einem kiihlen, gut geliifteten Ort aufbewahren.

Awatpeitan povo péoa oto apyikd doxelo ot Spooepd kat kahd agpilopevo pepog.

Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place.

Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé.
Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato.

Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren op een koele, goed geventileerde plaats.
Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado.

Sailytettavd alkuperaispakkauksessa viiledssd paikassa, jossa on hyvi ilmanvaihto.

Forvaras endast i originalforpackningen pa sval, vil ventilerad plats.

S3/14

ES:

DA:

DE:

EL:
EN:

Consérvese en lugar fresco y lejos de ... (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).
Opbevares koligt og adskilt fra ... (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

An einem kiihlen, von ... entfernten Ort aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden muss, sind vom
Hersteller anzugeben).

Awatnpeitar o€ dpocepd pEpog pakpua and ... (acvpfata vAikd mou unodeikvbovtal amd Tov mapaywyo).

Keep in a cool place away from ... (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).
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FR:

NL:

PT:
FL:
SV:

Conserver dans un endroit frais a I'écart des ... (matiéres incompatibles d indiquer par le fabricant).
Conservare in luogo fresco lontano da ... (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

Bewaren op een koele plaats verwijderd van ... (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden, aan te geven door de

fabrikant).
Conservar em lugar fresco ao abrigo de ... (matérias incompativeis a indicar pelo produtor).
Sailytettdva viiledssi erillddn ... (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Forvaras svalt och dtskilt frén ... (oforenliga dmnen anges av tillverkaren).

s7/8

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FL:

Sv:

Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar seco.

Emballagen skal holdes tat lukket og opbevares tort.

Behilter trocken und dicht geschlossen halten.

To Soyelo va duatnpeitar eppnTIKa KAEWOHEVO KAl VO TPOOTATEVETAL AMO TNV Uypacia.
Keep container tightly closed and dry.

Conserver le récipient bien fermé et a I'abri de I'humidité.

Conservare il recipiente ben chiuso e al riparo dall'umidita.

Droog houden en in een goed gesloten verpakking bewaren.

Conservar o recipiente bem fechado e ao abrigo da humidade.

Sailytettdvd kuivana ja tiiviisti suljettuna.

Forpackningen forvaras vil tillsluten och torrt.

$7/9

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar bien ventilado.
Emballagen skal holdes tat lukket og opbevares pa et godt ventileret sted.
Behalter dicht geschlossen an einem gut geliifteten Ort aufbewahren.

To Soyelo va durtnpeitar eppntikd KAEWOpEVO kat o€ KaAd agpIlOHEVO 1EPOC.
Keep container tightly closed and in a well-ventilated place.

Conserver le récipient bien fermé et dans un endroit bien ventilé.

Tenere il recipiente ben chiuso e in luogo ben ventilato.

Gesloten verpakking op een goed geventileerde plaats bewaren.

Manter o recipiente bem fechado em local bem ventilado.

Sailytettdva tiiviisti suljettuna paikassa, jossa on hyvi ilmanvaihto.

Forpackningen forvaras vil tillsluten pé vil ventilerad plats.

S7/47

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Manténgase el recipiente bien cerrado y consérvese a una temperatura no superior a ... °C (a especificar por el
fabricante).

Emballagen skal holdes tat lukket og opbevares ved temperaturer pa ikke over ... °C (angives af fabrikanten).
Behalter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen iiber ... °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).
Awampeiote to doxeio kakd khewopévo ot Jeppokpaoia mou dev unepPaiver Toug ... °C (va kadopiotel and tov mapaywyo).
Keep container tightly closed and at a temperature not exceeding ... °C (to be specified by the manufacturer).
Conserver le récipient bien fermé et a une température ne dépassant pas ... °C (4 préciser par le fabricant).

Tenere il recipiente ben chiuso e a temperatura non superiore a ... °C (da precisare da parte del fabbricante).
Gesloten verpakking bewaren bij een temperatuur beneden ... °C (aan te geven door de fabrikant).

Manter o recipiente bem fechado e conservar a uma temperatura que ndo exceda ... °C (a especificar pelo produtor).
Sailytettdva tiiviisti suljettuna ja alle ... °C:n limpotilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lampotilan).

Forpackningen forvaras vil tillsluten vid en temperatur som inte 6verstiger ... °C (anges av tillverkaren).
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$20/21

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

No comer, ni beber, ni fumar durante su utilizacién.

Der mé ikke spises, drikkes eller ryges under brugen.

Bei der Arbeit nicht essen, trinken oder rauchen.

‘Otav TO XPNOLHOTIOLELTE [NV TPATE, PNV TIVETE, UV KamviCeTe.

When using do not eat, drink or smoke.

Ne pas manger, ne pas boire et ne pas fumer pendant l'utilisation.
Non mangiare, né bere, né fumare durante l'impiego.

Niet eten, drinken of roken tijdens gebruik.

Nao comer, beber ou fumar durante a utilizacio.

Syominen, juominen ja tupakointi kielletty kemikaalia kdytettdessa.

At inte, drick inte eller rok inte under hanteringen.

$24/25

ES:

DA:

DE:
EL:
EN:
FR:
IT:

NL:
PT:
FI:

Sv:

Evitese el contacto con los ojos y la piel.

Undga kontakt med huden og gjnene.

Berithrung mit den Augen und der Haut vermeiden.
Amogelyete enagn pe to Séppa kat Ta pata.

Avoid contact with skin and eyes.

Eviter le contact avec la peau et les yeux.

Evitare il contatto con gli occhi e con la pelle.
Aanraking met de ogen en de huid vermijden.
Evitar o contacto com a pele e os olhos.

Varottava kemikaalin joutumista iholle ja silmiin.

Undvik kontakt med huden och 6gonen.

$27/28

ES:

DA:

DE:

EL:

EN:

FR:

IT:

NL:

FI:

SV:

Después del contacto con la piel, quitese inmediatamente toda la ropa manchada o salpicada y ldvese inmediata y
abundantemente con ... (productos a especificar por el fabricante).

Kommer stof pd huden, tages tilsmudset tgj straks af og der vaskes med store meangder ... (angives af fabrikanten).

Bei Berithrung mit der Haut beschmutzte, getrinkte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort abwaschen mit viel
... (vom Hersteller anzugeben).

Te mepintwon enagnc pe o SEpua, agaipéote apéows OAa Ta HOAUGHEVA poUXa Kal MAUVETE QuEcwS pe agdovo ... (To
€ibo¢ Tou vypov kadopileTar and Tov mapaywyo).

After contact with skin, take off immediately all contaminated clothing, and wash immediately with plenty of ...
(to be specified by the manufacturer).

Apres contact avec la peau, enlever immédiatement tout vétement souillé ou éclaboussé et se laver immédiatement
et abondamment avec ... (produits appropriés a indiquer par le fabricant).

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).

Na contact met de huid, alle besmette kleding onmiddellijk uittrekken en de huid onmiddellijk wassen met veel ...
(aan te geven door de fabrikant).

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).

Thokosketuksen jilkeen, saastunut vaatetus on riisuttava vilittomasti ja roiskeet huuhdeltava valittomasti runsaalla
médralld ... (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

Vid kontakt med huden, tag genast av alla nedstinkta klader och tvitta genast med mycket ... (anges av
tillverkaren).
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$29/35

ES: No tirar los residuos por el desagiie; eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precaucio-
nes posibles.

DA: M4 ikke tommes i kloakafleb; materialet og dets beholder skal bortskaffes pa en sikker made.
DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; Abfille und Behilter miissen in gesicherter Weise beseitigt werden.

EL: Mnv adeidlete To UMONOIMO TOUTEPIEYOPEVOU OTNY QMOXETEUOH, diadéote autd To UNIKO kai TOV MEPLEKT TOU Katd
ac@alr] Tpomo.

EN: Do not empty into drains; dispose of this material and its container in a safe way.

FR: Ne pas jeter les résidus a 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: Naio deitar os residuos no esgoto; ndo eliminar o produto e o seu recipiente sem tomar as precaucdes de seguranca
devidas.

FI:  Ei saa tyhjentdd viemdriin; timd aine ja sen pakkaus on havitettavi turvallisesti.

SV: Tom ¢j i avloppet, oskadliggor produkt och forpackning pa sdkert sitt.

$29/56

ES: No tirar los residuos por el desagiie; eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida publica de
residuos especiales o peligrosos.

DA: Mé ikke temmes i kloakaflgb, 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 Behilter der Problemabfallentsorgung
zufiihren.

EL: Mnv adedlete o unodlomo tou mepiexopevou oty anoyéteuot. To UAKO auTO Kai O TEPKEKTIG TOU VA EVanotedouv oe
dnpooto yopo oulhoyrg emkvduvov 1 edikov anofArtey.

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 a I'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: Naio deitar os residuos no esgoto; eliminar este produto e o seu recipiente enviando-os para local autorizado para
a recolha de residuos perigosos ou especiais.

FI:  Ei saa tyhjentdd viemdriin; timd aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajitteen vastaanottopaikkaan.

SV: Tom ¢j i avloppet, limna detta material och dess behallare till insamlingsstlle for farligt avfall.

$36/37

ES: Usense indumentaria y guantes de proteccion adecuados.
DA: Brug sarligt arbejdstej og egnede beskyttelseshandsker.
DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.
EL: ®opate katdANAnAn mpootateutikr evdupaocia kat yavria.

EN: Wear suitable protective clothing and gloves.

FR: Porter un vétement de protection et des gants appropriés.
IT: Usare indumenti protettivi e guanti adatti.

NL: Draag geschikte handschoenen en beschermende kleding.
PT: Usar vestudrio de protec¢do e luvas adequadas.

FI. Kdytettdvd sopivaa suojavaatetusta ja suojakdsineitd.

SV: Anvind lampliga skyddsklader och skyddshandskar.
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$36/37/39

ES: Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccién para los ojos/la cara.

DA: Brug sarligt arbejdstej, egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskaerm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
EL:  ®opdre katd\A\nhn mpootateutikr evupaoia, YOVTIa KAl GUGKEUT] TPOCTAOLAC HATIGV[TPOCHTOU.

EN: Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection.

FR: Porter un vétement 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 vestudrio de protecgdo, luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Kiytettivd sopivaa suojavaatetusta, suojakdsineitd ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Anvind limpliga skyddskldder, skyddshandskar samt skyddsglasogon eller ansiktsskydd.

$36/39

ES: Usense indumentaria adecuada y proteccién para los ojosla cara.

DA: Brug sarligt arbejdstej og egnede beskyttelsesbriller/ansigtsskaerm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL:  ®opdre katd\A\nhn mpoctateutikr| eviupaoia Kai GUGKEUT] TIPOOTAGLAG HATIOV[TPOGHTOU.

EN: Wear suitable protective clothing and eye/face protection.

FR: Porter un vétement 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 ogenfhet gezicht.
PT: Usar vestudrio de protecgdo e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Kdytettdvd sopivaa suojavaatetusta ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Anvind limpliga skyddskliader samt skyddsglaségon eller ansiktsskydd.

$37/39

ES: Usense guantes adecuados y proteccién para los ojos/la cara.

DA: Brug egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskeerm under arbejdet.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
EL:  ®opdte katd\Anha yavTia Kat GUOKEUT TPOOTAGING HATLOV/TPOGAONOU.

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 occhifla faccia.

NL: Draag geschikte handschoenen en een beschermingsmiddel voor de ogenfhet gezicht.
PT: Usar luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Kdytettdvé sopivia suojakdsineiti ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Anvind limpliga skyddshandskar samt skyddsglasogon eller ansiktsskydd.

S47/49

ES: Consérvese tnicamente en el recipiente de origen y a temperatura no superior a ... °C (a especificar por el
fabricante).

DA: M4 kun opbevares i originalemballagen ved en temperatur péd ikke over ... °C (angives af fabrikanten).
DE: Nur im Originalbehilter bei einer Temperatur von nicht iiber ... °C (vom Hersteller anzugeben) aufbewahren.

EL: Awmpeitar povo péoa oto apyikd doxeio oe Veppokpacia mou dév umepPaiver toug ... °C (kadopiletan amd Tov
Tapaywyo).

EN: Keep only in the original container at a temperature not exceeding ... °C (to be specified by the manufacturer).
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FR:

NL:

FI:
SV:
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Conserver uniquement dans le récipient d'origine a une température ne dépassant pas ... °C (4 préciser par le
fabricant).

Conservare soltanto nel contenitore originale a temperatura non superiore a ..

. °C (da precisare da parte del
fabbricante).

Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren bij een temperatuur beneden ... °C (aan te geven door de
fabrikant).

Conservar unicamente no recipiente de origem a temperatura que ndo exceda ... °C (a especificar pelo produtor).
Sailytettdva alkuperdispakkauksessa alle ... °C:n limpétilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa limpotilan).

Forvaras endast i originalforpackningen vid en temperatur som inte 6verstiger ... °C (anges av tillverkaren).
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ANEXO 5A
EN: B.13/14. Mutagenicity — reverse mutation test using bacteria.
(No afecta a la version ES)
(No afecta a la version DA)
(No afecta a la version DE)
(No afecta a la version EL)
(No afecta a la version FR)
(No afecta a la version IT)
(No afecta a la version NL)
(No afecta a la version PT)
(No afecta a la version Fl)

(No afecta a la version 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 version ES)

(No afecta a la version DA)

(No afecta a la version DE)

(No afecta a la version EL)

(No afecta a la version EN)

(No afecta a la version IT)

(No afecta a la version NL)

(No afecta a la version PT)

(No afecta a la version Fl)

(No afecta a la version SV)
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ANEXO 5C

Irradiation dose (J/cm? x 1 000)
Irradiance (mW/cm? x 60)

EN: t(min) = (1]=1W sec)

(No afecta a la version ES)
(No afecta a la version DA)
(No afecta a la version DE)
(No afecta a la version EL)
(No afecta a la version FR)
(No afecta a la version IT)
(No afecta a la versién NL)
(No afecta a la version PT)
(No afecta a la version FI)

(No afecta a la version SV)
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

ANEXO 5D

B.26. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL SUBCRONICA

TOXICIDAD ORAL POR ADMINISTRACION CONTINUADA (90 DiAS) EN ROEDORES

METODO

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrénica reproduce las directrices del documento OCDE TG
408 (1998).

INTRODUCCION

Al determinar y evaluar las caracteristicas toxicas de una sustancia quimica, el estudio de la toxicidad oral sub-
crénica por administracién continuada puede estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o por
administracion continuada durante 28 dias hayan proporcionado informacion relativa a la toxicidad. El estudio
de 90 dias aporta informacién sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposicién continuada
durante un periodo prolongado, que abarque la maduracién posterior al destete y el crecimiento hasta la edad
adulta. La informacion obtenida se refiere a los efectos toxicos principales, los 6rganos diana y la posibilidad
de acumulacién, y puede proporcionar una estimacién de la dosis de exposicion sin efectos adversos observa-
dos, que puede emplearse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crénica y establecer los crite-
rios de inocuidad de la exposicién humana.

El presente método hace especial hincapié en los pardmetros neuroldgicos y proporciona una indicacién de
los efectos sobre el sistema inmunitario y la reproduccién. Cabe destacar la necesidad de realizar observaciones
clinicas detenidas de los animales, a fin de obtener la maxima informacién posible. El método sirve para detec-
tar sustancias quimicas que pueden tener efectos toxicos sobre el sistema nervioso, inmunitario o los érganos
reproductores, lo cual puede justificar la realizacién de estudios mds exhaustivos.

Véase también la introduccién general de la Parte B.

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 concentracion constante en la dieta (ppm).

Posologia: término general, que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duracién.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposicion sin efectos adversos observados, es decir, la dosis mds
alta a la que no se observa ningtin efecto adverso debido al tratamiento.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se administra diariamente la sustancia de ensayo por via oral en dosis graduadas a distintos lotes de animales
de experimentaci6n, a razén de una dosis por lote durante 90 dias. A lo largo del periodo de administracion,
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, asi como a los que sobrevivan al final del mismo.

DESCRIPCION DEL METODO

Preparacion de los animales

Deben emplearse animales sanos, que se hayan mantenido al menos 5 dias en las condiciones de laboratorio
para su aclimatacién y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. Se caracteriza la especie, cepa,
procedencia, sexo, peso yjo edad de los animales de experimentacién. Estos se reparten al azar entre los lotes
tratados y los de control. Las jaulas se disponen de forma que se reduzcan al minimo los posibles efectos debi-
dos al enjaulamiento. Se asigna a cada animal un nimero de identificacion distinto.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.3.1.

1.4.3.2.

1.4.3.3.

1.4.3.4.

Preparacion de las dosis

La sustancia de ensayo se administra por sonda o con el alimento o el agua de bebida. El método de adminis-
tracion oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquimicas de la sustancia.

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado. Se recomienda con-
siderar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solucién o suspension acuosa, después el uso
de una solucién o emulsion oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz) y, por dltimo, la posible disolucién en
otros vehiculos. Si se emplean vehiculos distintos del agua, deben conocerse sus caracteristicas toxicoldgicas.
Debe determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de administracion.

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacion

La especie idonea es la rata, si bien pueden emplearse otras especies de roedores como el ratén. Hay que utili-
zar animales adultos jovenes y sanos de una cepa de laboratorio habitual. Las hembras han de ser nuliparas y
no gravidas. La administracion 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 minima y no superar el £ 20 % del peso medio de cada sexo. Cuando el ensayo
se realice, como fase previa de un estudio de toxicidad crénica a largo plazo, deben utilizarse en ambos estu-
dios, animales de la misma cepa y procedencia.

Niimero 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, habrd que afiadir el nimero de animales que se haya previsto sacrificar antes
de acabar el estudio. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia quimica u otra sustan-
cia muy préxima, puede tratarse un lote satélite de 10 animales (5 de cada sexo) en el control y con la dosis
més elevada para observar la reversibilidad o persistencia de efectos toxicos una vez finalizado el tratamiento.
La duracién del periodo de observacién posterior al tratamiento ha de establecerse adecuadamente en funcién
de los efectos observados.

Posologia

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control, salvo si se lleva a cabo un ensayo limite (véase
el punto 1.4.3.4). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de administracion
continuada o de determinacion de dosis y debe tomarse en consideracion toda la informacién toxicoldgica y
toxicocinética disponible sobre la sustancia de ensayo o productos afines. A menos que las caracteristicas fisi-
coquimicas o los efectos bioldgicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis superior debe
seleccionarse con el propdsito de inducir efectos toxicos, 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-
cién de la dosis. La dosis minima serd la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los intervalos del
doble al cuddruple suelen ser Optimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es preferible afiadir
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 si recibe el vehiculo en caso de que éste se utilice para
la sustancia. A excepcion de la administracion 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 vehiculo, el lote de control ha de
recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos y provoca una
disminucién de la ingesta, puede ser dtil utilizar un lote de control alimentado en paralelo para saber si la dis-
minucion se debe a las caracteristicas organolépticas o a alteraciones toxicoldgicas del modelo de ensayo.

Debe prestarse atencion a las siguientes caracteristicas del vehiculo u otros aditivos, seglin proceda: efectos
sobre la absorcion, distribucion, metabolismo o retencién de la sustancia de ensayo; efectos sobre las propieda-
des quimicas 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.

Ensayo limite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/dia y siguiendo el pro-
cedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningtn efecto adverso observable y si, a la luz de
los datos de sustancias estructuralmente afines, no cabe esperar efectos toxicos, puede considerarse innecesario
realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo limite es vélido excepto cuando la exposicion humana
indique la necesidad de utilizar una dosis superior.
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1.5.

PROCEDIMIENTO

Administracién de las dosis

Las dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 dias. Cualquier otra posologia, por
ejemplo, de cinco dias por semana, debe justificarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda, debe
hacerse en una sola dosis y con una sonda géstrica o una cdnula de intubacién adecuada. El volumen maximo
de liquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamafio 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 minimo
ajustando la concentracién 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 nutricién normal ni el equilibrio
hidrico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentracién
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
dias a la misma hora y ajustarse segin sea necesario para mantener una dosis constante en términos de peso
corporal del animal. Si se realiza un estudio de 90 dias como fase previa de un estudio de toxicidad crénica a
largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos.

Observaciones

El periodo de observacion debe durar al menos 90 dias. Deben mantenerse animales en un lote satélite para
las observaciones de seguimiento durante un periodo adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persisten-
cia o la desaparicion de los efectos toxicos.

Debe hacerse una observacion clinica general al menos una vez al dia, preferentemente a la misma hora y
teniendo en cuenta el perfodo mds agudo de los efectos previstos tras la administracion. Se registra el estado
clinico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al dia, por lo general a primera y
a ultima hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad.

Todos los animales deben someterse al menos a una observacién clinica exhaustiva antes de la primera exposi-
cién (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 puntuacion
definidos de forma explicita por el laboratorio de ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las condicio-
nes de observacién sean minimas. Los signos anotados deben incluir, sin dnimo de exhaustividad, los cambios
de la piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo,
piloereccién, tamario de la pupila, respiracion anémala, etc.). Deben registrarse también los cambios en la mar-
cha, postura y respuesta a la manipulacidn, asi como la presencia de movimientos clénicos o ténicos, o este-
reotipados (por ejemplo, realizacién excesiva de movimientos de limpieza o recorridos circulares repetitivos) o
comportamientos andémalos (automutilacién, marcha hacia atrds, etc.) (1).

Debe realizarse una exploracidén oftalmoldgica 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 mds alta y en el lote de control. Si se observan cambios oculares en esos animales,
deben examinarse todos los demds.

Hacia el final del perfodo de exposicidn, pero en ningin caso antes de la undécima semana, debe evaluarse la
reactividad sensorial frente a estimulos de distintos tipos (1) (por ejemplo, auditivos, visuales y propioceptivos)
(2) (3) (4), la fuerza de prension (5) y la actividad motriz (6). La bibliografia respectiva recoge mdas informacion
sobre los métodos que pueden seguirse, si bien es posible emplear procedimientos distintos de los ahi 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 clinicas 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 vy, si la sus-
tancia de ensayo se administra con el agua de bebida, también el consumo de agua. Este ltimo puede vigi-
larse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra con los alimentos o mediante
sonda y la ingestion de agua pueda verse alterada.

1.5.2.2. Hematologia y bioquimica clinica

Las muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede, en condiciones adecua-
das. Al final del periodo de ensayo, las muestras se toman justo antes del sacrificio de los animales o como
parte del método de sacrificio.

Deben practicarse los siguientes exdmenes hematoldgicos al final del periodo de ensayo y con las muestras
tomadas a lo largo del mismo: hematocrito, concentracién de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento
de leucocitos y férmula leucocitaria, recuento de plaquetas y medida del tiempo o capacidad de coagulacién
sanguinea.

Deben hacerse determinaciones bioquimicas para investigar efectos téxicos importantes en los tejidos, y espe-
cialmente en el rifién y el higado, con muestras sanguineas 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 exdmenes hematoldgicos, los andlisis de bioquimica clinica pueden realizarse en
muestras tomadas en el transcurso del ensayo. Se recomienda que los animales estén en ayunas desde el dia
anterior a la toma de muestras (1). Los pardmetros medidos en el plasma y el suero deben incluir las concen-
traciones de sodio, potasio, glucosa, colesterol total, urea, nitrogeno residual en sangre, creatinina, proteinas
totales y albiimina, 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 determinacion de otras enzimas (de origen hepdtico o no) y de 4cidos biliares puede proporcionar
informacién util en ciertas circunstancias.

Pueden realizarse, con cardcter facultativo, las siguientes determinaciones en la tltima semana del estudio utili-
zando la recogida programada de orina: aspecto, volumen, osmolalidad o densidad, pH, proteinas, glucosa,
sangre y células sanguineas.

Ademds 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 metabdlicas correspondientes incluyen la concentracién de calcio, f6s-
foro, triglicéridos en ayunas, hormonas especificas, metahemoglobina y colinesterasa. Debe valorarse la necesi-
dad de hacer éstos andlisis con las sustancias de determinadas clases o bien segiin cada caso.

Por lo general, debe aplicarse un enfoque flexible, en funcién 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 determinaciéon de variables
hematoldgicas y bioquimicas clinicas antes de iniciar la administracién de la sustancia; por lo general, se desa-
conseja obtener dichos datos antes del tratamiento (7).

1.5.2.3. Autopsia macroscdpica

Debe practicarse una autopsia macroscdpica 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, tordcica y abdominal con su contenido. El higado, los rifiones, cdpsulas suprarrenales, testiculos, epidi-
dimos, ttero, ovarios, timo, bazo, cerebro y corazén de todos los animales (aparte de los moribundos y/o
sacrificados a lo largo del ensayo) han de limpiarse de los tejidos adherentes, segtin convenga, y pesarse lo
antes posible tras la diseccidn para evitar su desecacion.

(") El ayuno desde la vispera es preferible para ciertas medidas en el suero y el plasma, sobre todo para la determinacién de glucosa. La

raz6n principal es que el aumento de la variabilidad que provocarfa necesariamente la toma de alimentos podria enmascarar efectos
mds sutiles y dificultar la interpretacion. Por otra parte, no obstante, el ayuno desde la vispera 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
exposicion diaria a dicha sustancia. Si se opta por el ayuno desde la vispera, las determinaciones de bioquimica clinica deben reali-
zarse después de las observaciones funcionales del estudio.
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1.5.2.4.

2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Los tejidos que se enumeran a continuacién deben conservarse en el medio de fijacién mds adecuado teniendo
en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatoldgico a que vayan a someterse: todas las lesiones
macroscopicas, encéfalo (zonas representativas, con inclusién del cerebro, cerebelo y protuberancia), médula
espinal (cervical, tordcica media y lumbar), hipdfisis, tiroides, paratiroides, timo, esofago, glindulas salivares,
estémago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), higado, pancreas, rifiones, cdpsulas supra-
rrenales, bazo, corazén, trdquea y pulmones (conservados mediante inflado con fijador, seguido de inmersién),
aorta, génadas, ttero, drganos sexuales secundarios, glindula mamaria de las hembras, préstata, vejiga urina-
ria, vesicula biliar (raton), ganglios linfdticos (preferentemente un ganglio relacionado con la via de administra-
cién y otro distante de la misma para tener en cuenta los efectos sistémicos), nervios periféricos (cidtico o
tibial), preferentemente muy préximos al musculo, una seccién de la médula dsea (y/o médula 6sea aspirada y
recién montada), piel y ojos (si se han observado cambios durante los exdmenes oftalmoldgicos). Las observa-
ciones clinicas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser-
varse todos los posibles 6rganos diana, segiin las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo.

Examen histopatoldgico

Es preciso practicar un examen histopatoldgico completo de los 6rganos y tejidos conservados de todos los
animales del lote expuesto a la dosis mds elevada y del lote de control. En caso de que se hayan observado
cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis mds elevada, estos exdmenes se ampliardn a
animales de todos los demds lotes tratados.

Deben examinarse todas las lesiones macroscopicas.

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatoldgico de los dérganos y tejidos que presenten
efectos en los grupos tratados.

RESULTADOS E INFORME

RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal. Ademds, deben resumirse todos los datos en un cuadro que
recoja, para cada lote de ensayo, el nimero de animales al inicio del ensayo, el nimero de animales hallados
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio, el
nimero de animales que presenten signos de toxicidad, una descripcion de dichos signos (con inclusién del
momento de su aparicién, duracién y gravedad), el nimero de animales que presenten lesiones, el tipo de
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de lesion.

Siempre que sea posible, deben evaluarse los resultados numéricos mediante un método estadistico adecuado y
comdnmente aceptado. La eleccién de los métodos estadisticos y de los datos que vayan a analizarse debe efec-
tuarse en la fase de disefio del estudio.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacion siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica, pureza y propiedades fisicoquimicas,
— identificacién quimica,

— vehiculo (si procede): justificacion de la eleccion del vehiculo, si es distinto del agua.

Especie sometida a ensayo:
— especie y cepa empleada,

— ndmero, edad y sexo de los animales,
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procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.,

peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones de ensayo:

justificacién de la eleccion de las dosis,

datos sobre la formulacién de la sustancia de ensayo o su preparacién con los alimentos, concentracion
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado,

datos de la administracién de la sustancia de ensayo,

dosis reales (mg/kg peso corporal/dia) y factor de conversion de la concentracién (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.

Resultados:

peso corporal y cambios en el mismo,

consumo de alimentos y de agua, en su caso,

datos de reacciones tdxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad,
naturaleza, gravedad y duracién de las observaciones clinicas (reversibles o no),
resultados del examen oftalmoldgico,

evaluacién de la actividad sensorial, fuerza de prension y actividad motriz (si procede),
pruebas hematoldgicas con los correspondientes valores de referencia,

pruebas de bioquimica clinica con los correspondientes valores de referencia,

peso corporal y peso de los érganos en el momento del sacrificio, y relacién peso drganofpeso corporal,
hallazgos de la autopsia,

descripcion pormenorizada de todas las observaciones histopatoldgicas,

datos sobre la absorcion, si los hay,

tratamiento estadistico de los resultados, si procede.

Discusion de los resultados.

Conclusiones.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

ANEXO 5E

B.27. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL SUBCRONICA

TOXICIDAD ORAL POR ADMINISTRACION CONTINUADA (90 DIAS) EN NO ROEDORES

METODO

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrénica reproduce las directrices del documento OCDE
TG 409 (1998).

INTRODUCCION

Al determinar y evaluar las caracteristicas toxicas de una sustancia quimica, el estudio de la toxicidad oral
subcrénica por administraciéon continuada puede estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o
por administraciéon continuada durante 28 dias hayan proporcionado informacién relativa a la toxicidad. El
estudio de 90 dias aporta informacion sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposicién
continuada durante un perfodo de crecimiento rdpido hasta el principio de la edad adulta. La informacion
obtenida se refiere a los efectos toxicos principales, los 6rganos diana y la posibilidad de acumulacion, y
puede proporcionar una estimacion de la dosis de exposicion sin efectos adversos observados, que puede
emplearse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crénica y establecer los criterios de inocui-
dad de la exposicién humana.

El presente ensayo pone de manifiesto los efectos adversos, en animales no roedores, de la exposicién a sus-
tancias quimicas y estd indicado s6lo 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 experimentacién idéneos 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 introduccién general de la Parte B.

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 concentracion constante en la dieta (ppm).

Posologia: término general, que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duracién.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposicién sin efectos adversos observados, es decir, la dosis
mds alta a la que no se observa ningtin efecto adverso debido al tratamiento.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se administra diariamente la sustancia de ensayo por via oral en dosis graduadas a distintos lotes de anima-
les de experimentacion, a razén de una dosis por lote durante 90 dias. A lo largo del periodo de administra-
cién, 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, asi como a los que sobrevivan al final del
mismo.

DESCRIPCION DEL METODO

Seleccion 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 jovenes y sanos y, en el caso del perro, la administracién
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 crénica a largo plazo, deben utili-
zarse en ambos estudios animales de la misma especie y raza.
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1.4.3.

1.5.

Preparacién de los animales

Deben emplearse animales jovenes y sanos, que se hayan mantenido en las condiciones de laboratorio para
su aclimatacién y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. La duracién de la aclimatacién
dependerd de la especie de ensayo seleccionada y de su procedencia: se recomienda un minimo de 5 dias
para los perros y los cerdos criados con ese propésito en un animalario del laboratorio, y de dos semanas si
proceden de una fuente exterior. Se caracteriza la especie, cepa, procedencia, sexo, peso yfo edad de los ani-
males de experimentacién. Estos se reparten al azar entre los lotes tratados y los de control. Las jaulas se
ponen de forma que se reduzcan al minimo los posibles efectos debidos al enjaulamiento. Se asigna a cada
animal un niimero de identificacién distinto.

Preparacién de las dosis

La sustancia de ensayo se administra con el alimento o el agua de bebida, por sonda o en cdpsulas. El
método de administracion oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquimicas de la
sustancia.

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado. Se recomienda
considerar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solucién o suspension acuosa, después el
uso de una solucién o emulsién oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz) y, por dltimo, la posible disolucién
en otros vehiculos. Si se emplean vehiculos distintos del agua, deben conocerse sus caracteristicas toxicol6-
gicas. Debe determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de administracion.

PROCEDIMIENTO

Nimero 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, habrd que afiadir el nimero de animales que se haya previsto sacrificar
antes de acabar el estudio. El nimero de animales vivos al término del estudio debe permitir una evaluacién
significativa de los efectos toxicos. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia qui-
mica u otra sustancia muy proxima, puede tratarse un lote satélite de 8 animales (4 de cada sexo) en el con-
trol y con la dosis mds elevada para observar la reversibilidad o persistencia de efectos téxicos una vez fina-
lizado el tratamiento. La duracién del perfodo de observacién posterior al tratamiento ha de establecerse
adecuadamente en funcién de los efectos observados.

Posologia

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control, salvo si se lleva a cabo un ensayo limite
(véase el punto 1.5.3). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de adminis-
tracion continuada o de determinacion de dosis y debe tomarse en consideracion toda la informacién toxi-
coldgica y toxicocinética disponible sobre la sustancia de ensayo o productos afines. A menos que las carac-
teristicas fisicoquimicas o los efectos bioldgicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis
superior debe seleccionarse con el propdsito de inducir efectos tdxicos, 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 funcién de la dosis. La dosis minima serd la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los
intervalos del doble al cuddruple suelen ser Optimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es
preferible afiadir 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 si recibe el vehiculo en caso de que éste se utilice
para la sustancia. A excepcion de la administracién 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 vehiculo, el lote de
control ha de recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos
y provoca una disminucién de la ingesta, puede ser atil utilizar un lote de control alimentado en paralelo
para saber si la disminucion se debe a las caracteristicas organolépticas o a alteraciones toxicoldgicas del
modelo de ensayo.
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Debe prestarse atencion a las siguientes caracteristicas del vehiculo u otros aditivos, segin proceda: efectos
sobre la absorcion, distribucién, metabolismo o retencién de la sustancia de ensayo, efectos sobre las pro-
piedades quimicas 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.

Ensayo limite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/dia y siguiendo el
procedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningtn efecto adverso observable y si, a la luz
de los datos de sustancias estructuralmente afines, no cabe esperar efectos toxicos, puede considerarse inne-
cesario realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo limite es vélido excepto cuando la exposicién
humana indique la necesidad de utilizar una dosis superior.

Administracién de las dosis

Las dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 dias. Cualquier otra posologia,
por ejemplo, de cinco dias por semana, debe justificarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda,
debe hacerse en una sola dosis y con una sonda géstrica o una cdnula de intubacién adecuada. El volumen
méximo de liquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamafio del animal. Por lo general,
el volumen ha de ser el minimo 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 minimo ajustando la concentracién 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 nutricién normal ni el equili-
brio hidrico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentra-
cién 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 cépsulas, la dosis
debe darse todos los dias a la misma hora y ajustarse seglin sea necesario para mantener una dosis cons-
tante en términos de peso corporal del animal. Si se realiza un estudio de 90 dias como fase previa de un
estudio de toxicidad crénica a largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos.

Observaciones

El periodo de observacion debe durar al menos 90 dias. Deben mantenerse animales en un lote satélite para
las observaciones de seguimiento durante un periodo adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persis-
tencia o la desaparicion de los efectos toxicos.

Debe hacerse una observacion clinica general al menos una vez al dfa, preferentemente a la misma hora y
teniendo en cuenta el perfodo mds agudo de los efectos previstos tras la administracion. Se registra el estado
clinico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al dia, por lo general a primera
y a ultima hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad.

Todos los animales deben someterse al menos a una observacién clinica exhaustiva antes de la primera
exposicion (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 observacién
sean minimas. Los signos de toxicidad han de anotarse cuidadosamente, asi como el momento de aparicion,
la gravedad y la duracion. Las observaciones deben incluir, sin dnimo de exhaustividad, los cambios de la
piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo,
piloereccién, tamafio de la pupila, respiraciéon anémala, etc.). Deben registrarse también los cambios en la
marcha, postura y respuesta a la manipulacion, asi como la presencia de movimientos clénicos o ténicos, o
estereotipados (por ejemplo, realizacion excesiva de movimientos de limpieza o recorridos circulares repeti-
tivos) o comportamientos anémalos.

Debe realizarse una exploracion oftalmoldgica 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 mds alta y en el lote de control. Si se observan en esos animales cambios ocu-
lares relacionados con el tratamiento, deben examinarse todos los demas.
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1.5.5.2.

1.5.5.3.

Peso corporal y consumo de alimentos y agua

Al menos una vez por semana deben pesarse todos los animales, medirse el consumo de alimentos vy, si la
sustancia de ensayo se administra con el agua de bebida, también el consumo de agua. Este dltimo puede
vigilarse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra con los alimentos o
mediante sonda y la ingestion de agua pueda verse alterada.

Hematologia y bioquimica clinica

Las muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede, en condiciones ade-
cuadas. Al final del perfodo 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 continuacion, bien una vez al mes bien a la mitad del periodo de ensayo, asi
como al término del mismo, debe practicarse un examen hematoldgico que incluya hematocrito, concentra-
cién de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento de leucocitos y formula leucocitaria, recuento de pla-
quetas y medida de la capacidad de coagulacién como el tiempo de coagulacién, de protrombina o de trom-
boplastina.

Deben hacerse determinaciones bioquimicas para investigar efectos toxicos importantes en los tejidos, y
especialmente en el rifién y el higado, con muestras sanguineas obtenidas de todos los animales al principio
del ensayo y, a continuacién, bien una vez al mes bien a la mitad del perfodo de ensayo, asi como al tér-
mino del mismo. Debe estudiarse el equilibrio electrolitico, el metabolismo glucidico y las funciones hepé-
tica y renal. La eleccién de determinados andlisis dependerd de las observaciones sobre el modo de actua-
cién de la sustancia de ensayo. Los animales deben estar en ayunas antes de las tomas de sangre, durante
un periodo adecuado segin la especie. Se propone determinar el calcio, fésforo, cloro, sodio, potasio, glu-
cosa en ayunas, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, ornitina descarboxilasa, gamma-gluta-
mil transpeptidasa, nitrégeno residual, albimina, creatinina en sangre, bilirrubina total y proteinas séricas
totales.

Deben practicarse andlisis de orina, como minimo, al inicio, a la mitad y al final del ensayo, utilizando la
recogida programada, con el fin de estudiar los pardmetros siguientes: aspecto, volumen, osmolalidad o den-
sidad, pH, proteinas, glucosa, sangre y células sanguineas. Si es necesario, pueden analizarse otros pardme-
tros adicionales para profundizar el estudio de los efectos observados.

Ademds de ello, debe plantearse el estudio de los marcadores de lesiones tisulares generales. Para realizar
una evaluacion toxicoldgica adecuada pueden ser necesarias otras determinaciones como el andlisis de los
lipidos, hormonas, equilibrio 4cido-bdsico, metahemoglobina e inhibicion de la colinesterasa. Si es preciso,
pueden realizarse andlisis de bioquimica clinica adicionales para profundizar el estudio de los efectos obser-
vados. Debe valorarse la necesidad de hacer éstos anélisis con las sustancias de determinadas clases o bien
segtin cada caso.

Por lo general, debe aplicarse un enfoque flexible, en funcién de las especies y los efectos observados o
esperados con una sustancia determinada.

Autopsia macroscopica

Debe practicarse una autopsia macroscopica 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, tordcica y abdominal con su contenido. El higado y la vesicula biliar, los rifiones, cdpsulas supra-
rrenales, testiculos, epididimos, ovarios, ttero, glindulas tiroides y paratiroides, timo, bazo, cerebro y cora-
z6n de todos los animales (aparte de los moribundos y/o sacrificados a lo largo del ensayo) han de limpiarse
de los tejidos adherentes, segtn convenga, y pesarse lo antes posible tras la diseccién para evitar su deseca-
ci6n.

Los tejidos que se enumeran a continuacién deben conservarse en el medio de fijacion mds adecuado
teniendo en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatoldgico a que vayan a someterse: todas
las lesiones macroscopicas, encéfalo (zonas representativas, con inclusiéon del cerebro, cerebelo y protube-
rancia), médula espinal (cervical, tordcica media y lumbar), hipdfisis, ojos, tiroides, paratiroides, timo, es6-
fago, glandulas salivares, estdmago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), higado, vesi-
cula biliar, pancreas, rifiones, cdpsulas suprarrenales, bazo, corazén, trdquea y pulmones, aorta, génadas,
utero, 6rganos sexuales secundarios, glindula mamaria de las hembras, préstata, vejiga urinaria, ganglios lin-
faticos (de preferencia un ganglio relacionado con la via de administracién y otro distante de la misma para
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2.1.

2.2.

tener en cuenta los efectos sistémicos), nervios periféricos (cidtico o tibial), preferentemente muy préximos
al musculo, una seccién de la médula dsea (y/o médula dsea aspirada y recién montada) y piel. Las observa-
ciones clinicas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser-
varse todos los posibles 6rganos diana, segin las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo.

Examen histopatoldgico

Es preciso practicar un examen histopatolégico completo de los drganos y tejidos conservados, al menos,
de todos los animales del lote expuesto a la dosis mas elevada y del lote de control. En caso de que se hayan
observado cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis mds elevada, este examen se
ampliard a animales de todos los demds lotes tratados.

Deben examinarse todas las lesiones macroscépicas.

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatoldgico de los 6rganos y tejidos que presenten
efectos en los grupos tratados.

RESULTADOS E INFORME

RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal. Ademds, deben resumirse todos los datos en un cuadro que
recoja, para cada lote de ensayo, el nimero de animales al inicio del ensayo, el niimero de animales hallados
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio, el
ntmero de animales que presenten signos de toxicidad, una descripcion de dichos signos (con inclusion del
momento de su aparicién, duracién y gravedad), el nimero de animales que presenten lesiones, el tipo de
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de lesion.

Siempre que sea posible, deben evaluarse los resultados numéricos mediante un método estadistico ade-
cuado y comtnmente aceptado. La eleccién de los métodos estadisticos y de los datos que vayan a anali-
zarse debe efectuarse en la fase de disefio del estudio.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacion siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica, pureza y propiedades fisicoquimicas,
— identificacién quimica,

— vehiculo (si procede): justificacion de la eleccién del vehiculo, si es distinto del agua.

Especie sometida a ensayo:

— especie y cepa empleada,

— numero, edad y sexo de los animales,

— procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.,

— peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones de ensayo:
— justificacién de la eleccién de las dosis,

— datos sobre la formulacion de la sustancia de ensayo o su preparacién con los alimentos, concentracion
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado,
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— datos de la administracién de la sustancia de ensayo,

— dosis reales (mg/kg peso corporal/dia) y factor de conversion de la concentracion (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 toxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad,
— naturaleza, gravedad y duracién de las observaciones clinicas (reversibles o no),
— examen oftalmoldgico,
— pruebas hematoldgicas con los correspondientes valores de referencia,
— pruebas de bioquimica clinica con los correspondientes valores de referencia,

— peso corporal y peso de los 6rganos en el momento del sacrificio, y relacién peso érgano/peso corpo-
ral,

— hallazgos de la autopsia,

— descripcién pormenorizada de todas las observaciones histopatoldgicas,
— datos sobre la absorcién, si los hay,

— tratamiento estadistico de los resultados, si procede.

Discusién de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 5F

C.14. ENSAYO DE CRECIMIENTO EN PECES JUVENILES

METODO

El presente método de ensayo de toxicidad para el crecimiento reproduce las directrices del documento OCDE
TG 215 (2000).

INTRODUCCION

El presente ensayo tiene por objeto determinar los efectos de la exposicién prolongada a sustancias quimicas
sobre el crecimiento de peces juveniles y se funda en un método elaborado y sometido a un estudio interlabo-
ratorios (1) (3) en la Unién Europea para valorar los efectos de las sustancias quimicas en el crecimiento de
juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en condiciones dindmicas. 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 introduccién general.

DEFINICIONES

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracion mds baja de sustancia de ensayo con
la que se observa un efecto significativo (para p < 0,05) en comparacién con el control. Ademds, todas las
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC han de provocar un efecto nocivo superior o igual al que se
observa con dicha concentracion.

Concentracién (mdxima) sin efecto observado (NOEC): concentracién de ensayo inmediatamente inferior
a la LOEC.

EC,: en el presente método de ensayo, concentracién de sustancia de ensayo que produce una variacién del
x % en la tasa de crecimiento de los peces respecto a los controles.

Tasa de carga: peso hiimedo de peces por unidad de volumen de agua.
Densidad de poblacién: nimero de peces por unidad de volumen de agua.
Tasa de crecimiento especifico de cada pez: tasa de crecimiento de un pez respecto a su peso inicial.

Tasa de crecimiento especifico medio por recipiente: tasa de crecimiento medio de la poblacién de un
recipiente a una concentracién determinada.

Tasa de crecimiento pseudoespecifico: tasa de crecimiento individual respecto al peso inicial medio de la
poblacién del recipiente.

PRINCIPIO DEL METODO 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 dindmicas (flujo continuo) o, de no ser posible, en condiciones semiestaticas ade-
cuadas (renovacién discontinua). La duracién del ensayo es de 28 dias. Se proporciona alimento a los peces
todos los difas. La racion alimentaria se determina en funcién del peso inicial de los peces y puede volverse a
calcular transcurridos 14 dias. Al final del ensayo, se vuelven a pesar los peces. Se analizan los efectos sobre la
tasa de crecimiento mediante un modelo de regresién con el fin de estimar la concentracién que produciria
una variacién del x % de dicha tasa, es decir, EC, (ECyy, ECyy 0 EC3, por ejemplo). También pueden compa-
rarse los datos con los valores de los controles para determinar la concentracién minima con efecto observado
(LOEQ) y, de ahi, la concentracién (mdxima) sin efecto observado (NOEC).

INFORMACION 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 presion de vapor de
la sustancia de ensayo. Para calcular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un
método analitico fiable, cuyo limite de deteccidn y precisién sean conocidos y figuren en el informe.
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La informacién util para establecer las condiciones de ensayo incluye la férmula estructural de la sustancia de
ensayo, su pureza, estabilidad en el agua y a la luz, pK,, P, y los resultados de un ensayo de biodegradabili-
dad fécil (véase el método C.4).

VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea vélido 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
variacién minima 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 dias 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 dias ha de ser > 1,5 g[pez (2
150 %),

— la concentracién de oxigeno disuelto ha de ser, al menos, del 60 % del valor de saturacién en el aire a lo
largo de todo el ensayo,

— en ningdn momento del ensayo la temperatura del agua debe variar en mds 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).

DESCRIPCION DEL METODO

Equipo

Se empleard el equipo comtn de laboratorio y, en particular:
a) medidores de oxigeno y de pH;

b) equipo para determinar la dureza y alcalinidad del agua;

) dispositivo adecuado de regulacién de la temperatura, preferiblemente continua;

d) recipientes de material quimicamente inerte y de capacidad adecuada a la carga y la densidad de poblacién
recomendadas (véase el punto 1.8.5 y el apéndice 1);

e) balanza suficientemente precisa (precision de £ 0,5 %).

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 (CaCO5). Deben tomarse periddicamente
muestras para andlisis con el fin de cerciorarse de que el agua de dilucién no interfiere en los resultados del
ensayo (por ejemplo, por complejacion de la sustancia de ensayo). Cuando se sepa que un agua de dilucién es
de calidad relativamente constante, conviene proceder, por ejemplo, cada tres meses, a la determinacién de los
metales pesados (por ejemplo, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd y Ni), aniones y cationes principales (por ejemplo, Ca, Mg,
Na, K, Cly SO,), plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totales y organoclorados totales), carbono orgi-
nico total y sdlidos en suspension. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menos durante un
aflo, los andlisis pueden ser menos frecuentes y espaciarse mds (por ejemplo, cada seis meses). En el apéndice
2 se recogen algunas caracteristicas quimicas de un agua de dilucién aceptable.

Soluciones de ensayo
Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilucién de la solucién madre.

La solucion madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitacion mecdnica de la sustancia de
ensayo en el agua de dilucién (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas
de saturacién (columnas de solubilidad) para lograr la concentracién adecuada de solucién madre.

En algunos casos puede ser necesario usar disolventes o dispersantes (agentes de disolucién) para obtener una
soluciéon madre a la concentracion deseada. Puede entonces utilizarse como disolvente acetona, etanol, meta-
nol, dimetilsulf6xido, 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 facilmente biodegrada-
bles (como la acetona) yJo muy volatiles, pues éstos pueden dar lugar a una proliferacién bacteriana en los
ensayos dindmicos. Si se emplea un agente de disolucién, 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 sélo contenga disolvente.

Para los ensayos dindmicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la solucién 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 regimenes de flujo de las soluciones madre
y del agua de dilucién deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los dias, y no deberia variar
en mds 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 renovacién del agua durante el ensayo equivalente a 6 l/g de
pez/dia (véase el punto 1.8.2.2).

En el caso de los ensayos semiestiticos, la frecuencia de renovacion del medio dependerd de la estabilidad de
la sustancia de ensayo, si bien se recomienda renovarlo todos los dias. Si los ensayos preliminares de estabili-
dad (véase el punto 1.4) ponen de manifiesto que la concentracion de la sustancia de ensayo no es estable (es
decir, queda fuera del intervalo del 80 al 120 % de la concentracién nominal o cae por debajo del 80 % de la
concentracion medida al inicio) entre dos renovaciones, debe plantearse la realizaciéon de un ensayo dindmico.

Seleccién de la especie

Se recomienda realizar el ensayo con la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), pues es la especie que mds se ha
empleado en el ensayo interlaboratorios (1) (3). También es posible emplear otras especies bien estudiadas,
aunque entonces podria 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 eleccién de la especie y el método experimental.

Preparacién de los peces

Se seleccionan los peces de ensayo de una misma poblacién, y preferentemente de un mismo desove, que se
haya mantenido al menos dos semanas antes del ensayo en condiciones de calidad del agua e iluminacién
similares a las del ensayo. Debe proporciondrseles una racion alimentaria diaria del 2 % de su peso corporal
como minimo y preferiblemente del 4 % mientras duren la preparacion 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 poblacion en siete dias, se rechaza todo el lote,

— si la mortalidad se halla entre el 5 y el 10 % de la poblacion, se prolonga otros siete dias el periodo de
aclimatacién; si durante este segundo periodo la mortalidad supera el 5 %, se rechaza todo el lote,

— si la mortalidad es inferior al 5 % de la poblacién en siete dias, se acepta el lote.

Los peces no deben recibir tratamiento terapéutico alguno durante el ensayo ni en las dos semanas anteriores
al mismo.

DISENO DEL ENSAYO

Se entenderd por «disefio del ensayo» la seleccion del niimero de concentraciones de ensayo y el intervalo entre
las mismas, el niimero de recipientes por concentracién y el nimero de peces por recipiente. Lo mds idéneo
es disefiar el ensayo con arreglo a:

a) el objetivo del estudio;
b) el método de andlisis estadistico que vaya a emplearse;

¢) la disponibilidad y el coste de los recursos experimentales.

En la medida de lo posible, el enunciado del objetivo debe especificar la potencia estadistica necesaria para
detectar una diferencia determinada (por ejemplo, de tasa de crecimiento) o la precision con la que ha de pro-
porcionarse la EC, (por ejemplo, x = 10, 20 o 30 y preferiblemente no por debajo de 10) para poder hacer
una estimacion. Sin ello no puede darse una indicacion precisa de la escala del estudio.
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Es importante ser consciente de que un disefio idéneo (que saca mayor partido de los recursos) para un
método de andlisis estadistico no lo es necesariamente para otro. Asi pues, el disefio recomendado para la esti-
macién de una LOEC/NOEC no serd el mismo que se recomiende para un andlisis por regresion.

En la mayoria de los casos, es preferible el andlisis de regresion al andlisis de la varianza, por los motivos que
exponen Stephan y Rogers (9). Sin embargo, si no se encuentra un modelo de regresiéon adecuado (r* < 0,9),
debe recurrirse a la NOEC/LOEC.

Disefio para el andlisis por regresién

Los aspectos importantes para el disefio de un ensayo que vaya a analizarse por regresion son los siguientes:

a) las concentraciones empleadas deben incluir la concentracién con efecto (ECyq 5030, €tc.) y la gama de
concentraciones en la ave la substancia de ensayo produzca un efecto interesante. La precision con la que
puede estimarse la concentracién con efecto serd mayor si dicha concentracion se halla en el medio de la
gama de concentraciones empleada en el ensayo. Para seleccionar las concentraciones de ensayo adecuadas
puede resultar atil un ensayo previo de determinacion de gama;

b) para que la modelizacién estadistica 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-
lucién, debe realizarse, ademds de las series tratadas con la sustancia de ensayo, un control con agente de
disolucion a la concentracién de ensayo mds elevada (véanse los puntos 1.8.3 y 1.8.4);

¢) puede emplearse una serie geométrica o logaritmica apropiada (10) (véase el apéndice 3). Es preferible un
espaciamiento logaritmico entre las concentraciones de ensayo;

d) si se dispone de mds de seis recipientes, los que sobrepasen dicha cantidad se empleardn como recipientes
en paralelo o se distribuirdn en la gama de concentraciones para reducir el espaciamiento entre éstas.
Ambas opciones son igualmente vélidas.

Disefio para la estimacién de la NOEC/LOEC mediante andlisis de la varianza (ANOVA)

Conviene disponer de varios recipientes en paralelo para cada concentracién y realizar el andlisis estadistico
por recipiente (11). Sin recipientes en paralelo no puede tenerse en cuenta la variabilidad entre recipientes ade-
mds 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 relacién con la variabilidad dentro de un mismo
recipiente (es decir, entre los peces). Asi pues, una opcidn relativamente aceptable consiste en efectuar el andli-
sis estadistico 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 ndmero de recipientes de control en para-
lelo y, por tanto, el niimero de peces ha de ser el doble del empleado con cada concentracién de ensayo, que
debe ser constante (13) (14) (15). De no usarse recipientes en paralelo, el nimero de peces del grupo de con-
trol ha de ser igual al empleado en cada concentracién de ensayo.

Si el andlisis de la varianza (ANOVA) se realiza en los recipientes y no a nivel individual [lo cual requeriria
marcar todos los peces o utilizar las tasas de crecimiento pseudoespecifico (véase el punto 2.1.2)], se necesita
una cantidad suficiente de recipientes en paralelo para poder determinar la desviacién estdndar de los recipien-
tes con la misma concentracion, lo cual significa que el error del andlisis de la varianza tendrd al menos 5 gra-
dos de libertad (11). Si sélo se emplean recipientes en paralelo para los controles, se corre el riesgo de que la
variabilidad del error esté sesgada, pues podria aumentar con el valor medio de la tasa de crecimiento en cues-
tion. Dado que es probable que la tasa de crecimiento disminuya cuando aumente la concentracion, se tende-
rfa a sobrestimar la variabilidad.

PROCEDIMIENTO

Seleccion y pesaje de los peces

Es importante que el peso de los peces varie 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-
nuacion, se toman los peces al azar. Se emplea un anestésico general [por ejemplo, una solucién acuosa de
100 mg/l de metanosulfonato de tricaina (MS 222) neutralizada mediante adicién de dos partes de bicarbonato
sodico por parte de MS 222] para pesar cada sujeto en himedo (secado con material absorbente) con la preci-
sion 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 hiimedo total de los peces de cada recipiente. Tanto el
uso de anestésico como la manipulacion (incluido el secado y pesaje) pueden afectar y herir a los peces juveni-
les, sobre todo si se trata de especies de pequefio tamafio. Por ello, deben manipularse los animales objeto del
ensayo con la mayor precaucién para evitar cualquier agresion.

Se vuelven a pesar los peces el 28° dia de ensayo (véase el punto 1.8.6). No obstante, si se considera necesario
ajustar la racién alimentaria, pueden pesarse los peces el 14° dia de ensayo (véase el punto 1.8.2.3). Para valo-
rar las variaciones de tamafio de los peces y, de ahi, ajustar la racién alimentaria, también puede emplearse
otro método como el fotogrifico.

Condiciones de exposicién

Duracion

La duracion del ensayo es > 28 dias.

Tasa de carga y densidad de poblacién

Es importante que la tasa de carga y la densidad sean apropiadas para la especie de ensayo empleada (véase el
apéndice 1). La tensién que genera a los peces una densidad de poblacién demasiado elevada produce una dis-
minucién 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 aireacién una concentracion
minima de oxigeno disuelto del 60 % del valor de saturacién 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 1. Se recomienda una frecuencia de renovacion del agua durante el ensayo de
6 1/g de pez/dia.

Alimentacion

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 proliferacion bacteriana y la turbidez del agua. En el caso de la tru-
cha arco iris, esas condiciones deberfan conseguirse con una racién diaria del 4 % de su peso corporal (3) (16)
(17) (18). La racién diaria puede dividirse en dos partes iguales y administrarse en dos veces, con un minimo
de 5 horas de intervalo. La racién es funcién del peso inicial total de los peces de cada recipiente de ensayo.
Si los peces se pesan otra vez el 14° dia de ensayo, se vuelve a calcular la racién. La alimentacién debe supri-
mirse durante las 24 horas anteriores al pesaje.

Todos los dias debe limpiarse cuidadosamente por succion el fondo de los recipientes de ensayo para eliminar
los alimentos que no se hayan consumido y la materia fecal.

Tluminacién y temperatura

El fotoperiodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (apéndice 1).

Concentraciones de ensayo

Normalmente se necesitan cinco concentraciones de sustancia de ensayo, sea cual sea el disefio del mismo
(véase el punto 1.7.2). Para seleccionar las concentraciones apropiadas es ttil conocer previamente la toxicidad
de la sustancia de ensayo (por ejemplo, gracias a un ensayo de toxicidad aguda o un estudio de determinacién
de gamas). El empleo de menos de cinco concentraciones debe justificarse. Las sustancias no deben someterse
a ensayo en concentraciones superiores a su limite de solubilidad en el agua.
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Si se emplea un agente de disolucion para facilitar la preparacion de la solucién madre, su concentracion 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.

Controles

El ndmero de recipientes de control con agua de dilucién dependera del disefio del ensayo (véanse los puntos
1.7 a 1.7.2). Si se emplea un agente de disolucién, se realizard la misma cantidad de controles con agua de
dilucién que con agente de disolucion.

Frecuencia de los andlisis y mediciones

Las concentraciones de la sustancia de ensayo deben determinarse periédicamente durante el mismo (véase
mds adelante).

En los ensayos dindmicos, debe comprobarse periédicamente, a ser posible todos los dias, los flujos de dilu-
yente y de solucién madre de sustancia téxica. Dichos flujos no deberfan variar en mds del 10 % a lo largo del
ensayo. Cuando la concentracién de la sustancia deba permanecer entre el + 20 % de la concentracién nominal
(es decir, en el intervalo del 80 al 120 %; véanse los puntos 1.6.2 y 1.6.3), se recomienda analizar, como
minimo, la concentracién de ensayo mds baja y la mds alta al principio del ensayo y, a continuacién, una vez
por semana. En los ensayos en que no quepa esperar que la concentracién de sustancia de ensayo permanezca
en un intervalo de * 20 % de la concentracién nominal (con arreglo a los datos de estabilidad de la sustancia),
es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo, pero segtin el mismo régimen.

En los ensayos semiestdticos (con renovacion) en que la concentracién de la sustancia debe permanecer entre
el +20% de la concentracion nominal, se recomienda analizar, como minimo, la concentracién de ensayo
més baja y la mds alta en cuanto se preparen y justo antes de renovar el medio al principio del estudio y, a
continuacién, una vez por semana. En los ensayos en que no quepa esperar que la concentracion de sustancia
de ensayo permanezca en un intervalo de * 20 % de la concentracién nominal, es preciso analizar todas las
concentraciones de ensayo segun el mismo régimen que el empleado con las sustancias mds estables.

Se recomienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si los datos disponibles mues-
tran que la concentracion de la sustancia de ensayo en la solucion se ha mantenido debidamente a lo largo de
todo el ensayo en un intervalo de £ 20 % de la concentracién nominal o de la concentracién 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 0,45pm) o centrifugar las
muestras. Aunque la centrifugacion es el método recomendado, si el medio de ensayo no se absorbe en los fil-
tros, también puede emplearse la filtracién.

Durante el ensayo debe medirse en todos los recipientes de ensayo el oxigeno disuelto, el pH y la temperatura.
En los controles y en un uno de los recipientes con la concentracién més alta se medirdn la dureza total, la
alcalinidad y la salinidad, si procede. El oxigeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medirdn como
minimo tres veces: al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiestaticos se recomienda
medir el oxigeno disuelto mds a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovacién del agua o al
menos una vez por semana. El pH ha de medirse al principio y al final de cada periodo de renovacién del
agua en los ensayos semiestéticos y al menos una vez por semana en los dindmicos. La dureza y la alcalinidad
se medirdn una vez en cada ensayo. La temperatura deberfa someterse a control continuo al menos en un reci-
piente de ensayo.

Observaciones

Peso: al final del ensayo deben pesarse en himedo (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 especifico de cada pez
(pesaje individual), se optard 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 dias durante el ensayo y registrarse toda anomalia externa (hemorragias,
despigmentacion, etc.) y todo comportamiento anémalo. Se tomard nota de todas las muertes y se retirardn
los peces muertos lo antes posible. Estos no se sustituirdn, ya que la tasa de carga y la densidad de poblacién
son suficientemente elevadas para evitar que la variacién del nimero de peces en un recipiente afecte al creci-
miento. Sin embargo, deberd adaptarse la racién alimentaria.
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2.

2.1.

RESULTADOS E INFORME

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Es aconsejable que participe un estadistico tanto en el disefio como en el andlisis del ensayo, pues el presente
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental, por ejemplo, en cuanto al
niimero de recipientes y de concentraciones de ensayo, el nimero de peces, etc. Debido a las diversas posibili-
dades en el disefio del ensayo, no se proporcionan aqui directrices concretas sobre los métodos estadisticos.

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
especifico r entre el momento t; y el momento t,, que puede definirse de varias formas segin si los peces se
han marcado individualmente o no o si se necesita una media por recipiente.

o o logews ~logews o
! t, -t

- logew;, - logew; « 100
2 th -

logew; - logew;

r3 = ———>—— x 100
b~
donde:
r = tasa de crecimiento especifico de cada pez,
r, = tasa de crecimiento especifico medio por recipiente,
I3 = tasa de crecimiento pseudoespecifico,
wi, W, = peso de un pez determinado en los momentos t; y t,, respectivamente,
log. w; = logaritmo del peso de un pez determinado al inicio del periodo de estudio,
log. w, = logaritmo del peso de un pez determinado al final del periodo de estudio,
log. w; = media de los logaritmos de los valores w; de los peces del recipiente al inicio del perfodo de estu-
dio,
log. w, = media de los logaritmos de los valores w, de los peces del recipiente al final del periodo de estu-
dio,
t, t, = tiempo (dfas) inicial y fin del perfodo de estudio.

1y, Ty, 13 pueden calcularse para el perfodo comprendido entre el dia 0 y el dia 28 y, si procede (es decir, si se
han realizado mediciones el dia 14), para los periodos entre los dias 0 y 14,y 14y 28.

Andlisis de los resultados por regresién (modelizacién concentracién-respuesta)

Este método de andlisis establece una relacién matemdtica adecuada entre la tasa de crecimiento especifico y la
concentracion, lo cual permite calcular la <ECp, es decir, todo valor de EC necesario. Con este método no es
preciso calcular r para cada pez (r;) y el andlisis puede basarse entonces en el valor medio de r para el reci-
piente (ry). Es preferible este dltimo método y, ademds, resulta mds adecuado si se utilizan especies mds
pequefias.

Con el fin de estudiar la relaciéon concentracion-respuesta, debe hacerse una representacion gréfica de las tasas
de crecimiento especifico medio por recipiente (r,) en funcién de la concentracion.
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2.2.

2.3.

Para expresar la relacion entre r, y la concentracion, debe elegirse un modelo adecuado y justificarse la elec-
ci6n mediante un razonamiento pertinente.

Si el ndmero de peces que sobreviven varfa de un recipiente a otro, debe ponderarse el proceso de ajuste del
modelo para tener en cuenta el tamafio desigual de los grupos.

El método de ajuste del modelo debe permitir estimar, por ejemplo, la EC,y y deducir su dispersién (error
tipico o intervalo de confianza). El grifico del modelo ajustado debe figurar junto a los datos para poder valo-
rar la adecuacion del ajuste del modelo (9) (19) (20) (21).

Andlisis de los resultados para calcular la LOEC

Si en el ensayo se han utilizado series en paralelo para todas las concentraciones, la estimacién de la LOEC
podria basarse en el andlisis de la varianza (ANOVA) de la tasa de crecimiento especifico 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 concentracion con la media r de los controles con el fin de
determinar la concentracién minima a la que dicha diferencia es significativa para p = 0,05. Si las hipétesis
necesarias relativas a los métodos paramétricos no se cumplen —distribucién no normal (por ejemplo, prueba
de Shapiro-Wilk) o varianza heterogénea (prueba de Bartlett)—, deberd estudiarse la posibilidad de transformar
los datos para homogeneizar las varianzas antes de efectuar el andlisis de la varianza (ANOVA) o el anlisis
ponderado de la varianza (ANOVA).

Si en el ensayo no se han utilizado series en paralelo para todas las concentraciones, el andlisis de la varianza
(ANOVA) basado en los recipientes resultard insensible o imposible. En ese caso, puede considerarse aceptable
basar el andlisis de la varianza (ANOVA) en la tasa de crecimiento pseudoespecifico r; de cada pez.

A continuacién puede compararse la media r; para cada concentracién de ensayo con la media r; 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
relacion con la variabilidad dentro de un mismo recipiente (es decir, entre los peces). Si el andlisis no incluye
los datos relativos a cada pez, deberd indicarse el método de identificacion de los valores atipicos y justificarse
su utilizacién.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarse con prudencia si las concentraciones medidas de las sustancias téxicas en
las soluciones de ensayo se aproximan a los limites de deteccién del método de andlisis o, en los ensayos semi-
estdticos, si la concentracion de sustancia de ensayo disminuye entre el momento en que se prepara la solu-
cién y el momento previo a la renovacion.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacion siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes,

— identificacién quimica, incluida la pureza y el método de andlisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si
procede.

Especie sometida a ensayo:
— denominacion cientifica,

— cepa, tamafio, proveedor, tratamientos previos, etc.

Condiciones de ensayo:
— método empleado (por ejemplo, semiestitico/renovacion o dindmico, carga, densidad de poblacion, etc.),

— disefio del ensayo (por ejemplo, niimero de recipientes de ensayo, de concentraciones de ensayo y de reci-
pientes en paralelo, nimero de peces por recipiente),
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método de preparacion de las soluciones madre y frecuencia de renovacion (en su caso, se especificardn el
agente de disolucién empleado y su concentracion),

concentraciones nominales de ensayo, medias de los valores determinados analiticamente en los recipien-
tes de ensayo, desviaciones estindar de éstos, método de obtencién y datos que muestren que las medicio-
nes se refieren a las concentraciones de la sustancia de ensayo en disolucion verdadera,

caracteristicas del agua de dilucién: pH, dureza, alcalinidad, temperatura, concentracién de oxigeno
disuelto, contenido de cloro residual (si se ha medido), carbono orgénico total, s6lidos en suspension, sali-
nidad del medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medicién realizada,

calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentracién de oxigeno
disuelto,

informacion detallada de la alimentacién (por ejemplo, tipo de alimento o alimentos, procedencia, canti-
dad proporcionada y frecuencia).

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 andlisis estadistico aplicadas, estadisticas basadas en las series en paralelo o en los peces, trata-
miento de los datos y justificacién de los métodos empleados,

cuadros que recojan el peso individual y medio de los peces los dias 0, 14 (si se han pesado) y 28, valores
de las medias por recipiente o tasas de crecimiento pseudoespecifico (si procede) correspondientes a los
periodos de 0 a 28 dfas o, en su caso, de 0 a 14 y de 14 a 28,

resultados del andlisis estadistico [andlisis de regresion o andlisis de la varianza (ANOVA)], preferiblemente
en forma de cuadro y de grafico, LOEC (p = 0,05) y NOEC o EC, con sus errores tipicos, si es posible,

incidencia de toda reaccién andémala de los peces y de todo efecto visible producido por la sustancia de
ensayo.
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APENDICE 2

ALGUNAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UN AGUA DE DILUCION ACEPTABLE

Sustancia Concentraciones
Materia en suspension <20 mg/l
Carbono orgénico total <2 mg|l
Amoniaco no ionizado <1 pg/l
Cloro residual <10 pgfl
Plaguicidas organofosforados totales <50 ng/l
Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados <50 ng/l

Cloro orgénico total

<25 ng/l
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APENDICE 3

SERIES LOGARITMICAS DE CONCENTRACIONES VALIDAS PARA UN ENSAYO DE TOXICIDAD (10)

Columna (Ntimero de concentraciones entre 100 y 10, o entre 10 y 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

() Puede seleccionarse una serie de cinco (0 mds) 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 pgfl). 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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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C.15. ENSAYO DE TOXICIDAD A CORTO PLAZO EN EMBRIONES DE PEZ Y ALEVINES

METODO

El presente método de ensayo de toxicidad a corto plazo reproduce las directrices del documento OCDE TG
212 (1998).

INTRODUCCION

El presente ensayo de toxicidad a corto plazo en embriones de pez y alevines abarca la exposicién del animal
desde la fase de huevo recién fecundado hasta el final de la fase de alevin. No se proporciona alimento alguno
a embriones y alevines durante el ensayo, que debe, por tanto, concluir cuando los alevines sigan nutriéndose
de la vesicula vitelina.

El presente ensayo tiene por objeto determinar los efectos letales y, en menor medida, subletales de sustancias
quimicas en fases concretas de la vida de las especies sometidas al mismo. Proporciona informacién til, pues
puede: a) constituir un nexo entre los ensayos letales y subletales; b) servir de ensayo de deteccion de cara a
un ensayo completo en las primeras fases de la vida o a los ensayos de toxicidad crénica, y ¢) emplearse para
estudiar especies en relacién con las cuales las técnicas de cria no estén suficientemente avanzadas para abar-
car el perfodo de transicion de la alimentacién enddgena a la exdgena.

Cabe sefialar que los ensayos que abarcan todas las fases de la vida de los peces son los tnicos que suelen per-
mitir una estimacion precisa de la toxicidad crénica de las sustancias quimicas en estos animales y que, si se
limita la exposicion de manera que no cubra una u otra fase de la vida, puede perderse sensibilidad y, por
tanto, subestimarse la toxicidad crénica. Por consiguiente, el ensayo en embriones y alevines resultard menos
sensible que un ensayo completo en las primeras fases de la vida, sobre todo si se trata de sustancias muy lipé-
filas (log P, > 4) o sustancias que posean una forma de actuacion toxica particular. Cabe esperar, no obstante,
que la diferencia de sensibilidad entre los dos ensayos sea menor con las sustancias de accion narcética no
especifica (1).

Hasta la publicacién 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 (teleGsteos, ciprinidos, nombre comin: pez
cebra); de ahi que en el apéndice 1 figuren indicaciones detalladas para la realizacién del mismo con esa espe-
cie, si bien pueden emplearse otras con las que se disponga de experiencia (cuadros 1A y 1B).

DEFINICIONES

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracion mds baja de sustancia de ensayo con
la que se observa un efecto significativo (para p< 0,05) en comparacién con el control. Ademds, 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 concentracién.

Concentracién (médxima) sin efecto observado (NOEC): concentracién de ensayo inmediatamente inferior
a la LOEC.

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 semiestitico o dindmico, segtin 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 vesicula 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-
nicién. Los efectos letales y subletales se evaldan y comparan con los valores del control con el fin de determi-
nar la concentracién minima con efecto observado y, de ahi, la concentracién mdxima sin efecto observado.
Los efectos también pueden analizarse mediante un modelo de regresién a fin de calcular la concentracion que
provocaria un porcentaje de efecto determinado (CL/EC,, donde x es un porcentaje de efecto definido).

INFORMACION 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 tiles 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 presion de vapor de la sustancia de ensayo. Para cal-
cular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un método analitico fiable, cuyo
limite de deteccidn y precision sean conocidos y figuren en el informe.
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1.5.

1.6.

La informacién util para establecer las condiciones de ensayo incluye la férmula estructural de la sustancia de
ensayo, su pureza, estabilidad a la luz, estabilidad en las condiciones de ensayo, pKa, P, y los resultados de
un ensayo de biodegradabilidad fécil (véase el método C.4).

VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea vélido 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 s6lo contengan disolvente ha de ser superior o igual a los limites establecidos en los apéndices
2y3,

— la concentracién de oxigeno disuelto ha de situarse entre el 60 y el 100 % del valor de saturacién en el
aire a lo largo del ensayo,

— en ningtin momento del ensayo la temperatura del agua debe variar en mds de * 1,5 °C entre los recipien-
tes de ensayo ni entre dos dfas sucesivos y debe mantenerse en las gamas establecidas para la especie
sometida a ensayo (apéndices 2 y 3).

DESCRIPCION DEL METODO
Recipientes de ensayo

Puede emplearse cualquier recipiente de cristal u otro material inerte quimicamente, 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 sistemdticos que pueden
paliarse mediante el agrupamiento, es preferible colocar los recipientes segiin un esquema de agrupamiento
aleatorizado (velando por que todos los tratamientos se apliquen en todos los grupos) que segiin un esquema
completamente aleatorizado. En caso de que se agrupen los recipientes, debe tenerse presente en el andlisis
posterior de los datos. Los recipientes de ensayo han de protegerse de toda perturbacion indeseada.

Seleccién 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 eleccion de la especie y el método experimental.

Manipulacién de los peces reproductores

Las directrices de ensayo 210 de la OCDE (1) y las referencias (2) (3) (4) (5) (6) de la bibliografia recogen indi-
caciones detalladas sobre la manipulacién de peces reproductores en condiciones satisfactorias.

Manipulacién de los embriones y las larvas

Los embriones y las larvas pueden colocarse en recepticulos provistos de paredes o extremos de malla dentro
del recipiente principal para permitir el flujo de la solucién de ensayo. Puede provocarse un flujo no turbu-
lento a través de los pequefios receptdculos 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 sifén. Los huevos fecundados de salménidos pueden depositarse en rejillas o mallas con aperturas de
dimensiones suficientes para que las larvas pasen a través después de la eclosion. En los ensayos semiestaticos
con renovacion 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 0 mallas para mantener los huevos en el recipiente principal de ensayo, deben
retirarse después de la eclosién 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 fragiles, como la carpa, estas
precauciones pueden resultar superfluas). El momento de dicho traslado varfa segtin la especie y no siempre es
necesario. En los ensayos semiestaticos, 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.

(') OECD, Paris, 1992, Directrices de ensayo 210, «Ensayo de toxicidad en las primeras fases de la vida en peces».
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1.6.6.

1.7.

1.7.1.1.

Agua

Puede utilizarse para el ensayo toda agua que se ajuste a las caracteristicas quimicas de un agua de dilucién
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 variacion del pH debe permanecer en un intervalo de + 0,5 unidades.
Deben tomarse muestras periédicamente para andlisis con el fin de cerciorarse de que el agua de dilucién no
interfiere en los resultados del ensayo (por ejemplo, por complejacion de la sustancia de ensayo) ni altera el
comportamiento de los peces reproductores. Cuando se sepa que un agua de dilucién es de calidad relativa-
mente constante, conviene proceder, por ejemplo, cada tres meses, a la determinacién 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 SO,),
plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totales y organoclorados totales), carbono organico total y sélidos
en suspension. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menos durante un afio, los andlisis pue-
den ser menos frecuentes y espaciarse mds (por ejemplo, cada seis meses).

Soluciones de ensayo

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilucién de la solucién madre.

La solucion madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitacion mecdnica de la sustancia de
ensayo en el agua de dilucién (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas
de saturacién (columnas de solubilidad) para lograr la concentracién adecuada de solucién madre. Debe evi-
tarse, en la medida de lo posible, el uso de disolventes o dispersantes (agentes de disolucién); sin embargo, en
algunos casos pueden ser necesarios para obtener una solucion madre a la concentracion 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 ficilmente biodegradables (como la acetona) y/o muy voldtiles, pues éstos pueden dar lugar a
una proliferacién bacteriana en los ensayos dindmicos. Si se emplea un agente de disolucidn, 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 sélo contenga disolvente. No obstante, debe hacerse
todo lo posible por evitar el uso de dichas sustancias.

En el caso de los ensayos semiestdticos, pueden aplicarse dos métodos distintos de renovacion: o bien se pre-
paran sustancias de ensayo nuevas en recipientes limpios y se transfieren cuidadosamente los huevos y larvas
supervivientes en un pequefio volumen de la solucién 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 renovacion del medio dependerd de la estabilidad de la sustancia de ensayo, si bien se
recomienda renovarlo todos los dias. Si los ensayos preliminares de estabilidad (véase el punto 1.4) ponen de
manifiesto que la concentracion de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, queda fuera del intervalo del
80 al 120 % de la concentracién nominal o cae por debajo del 80 % de la concentraciéon medida al inicio)
entre dos renovaciones, debe plantearse la realizaciéon de un ensayo dindmico. En cualquier caso, debe velarse
por evitar toda agresion a las larvas durante la renovacién del agua.

Para los ensayos dindmicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la solucién 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 regimenes de flujo de las soluciones madre
y del agua de dilucién deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los dias, y no deberfa variar
en més 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).

PROCEDIMIENTO

Se ha publicado informacién til sobre la realizacién de los ensayos de toxicidad en embriones de pez y alevi-
nes. La bibliografia del presente texto recoge algunos ejemplos (7) (8) (9) de tales publicaciones.

Condiciones de exposicién

Duracion

Conviene iniciar el ensayo en los 30 minutos siguientes a la fecundacion de los huevos. Los embriones se
sumergen en la solucién de ensayo antes o después (pero lo antes posible) de que comience la fase de division
del blastodisco y, en cualquier caso, antes de que empiece la fase de géstrula. Si los huevos proceden de un
proveedor comercial, puede resultar imposible iniciar el ensayo inmediatamente después de la fecundacién.
Dado que un retraso en el inicio del ensayo puede afectar seriamente a la sensibilidad del mismo, deberfa ini-
ciarse en las 8 horas siguientes a la fecundacién. Puesto que no se proporciona alimento a las larvas durante
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1.7.1.2.

1.7.1.3.

el periodo de exposicion, el ensayo debe finalizar justo antes de que se haya reabsorbido por completo la vesi-
cula vitelina de una cualquiera de las larvas de cualquiera de los recipientes de ensayo o antes de que haya
muertes por inanicién en los lotes de control. La duracién del ensayo dependerd de la especie utilizada. Los
apéndices 2 y 3 recogen recomendaciones al respecto.

Carga

El ndmero de huevos fecundados al principio del ensayo ha de ser suficiente para responder a las necesidades
estadisticas. Se reparten al azar entre los distintos tratamientos y se coloca un minimo de 30 huevos fecunda-
dos, repartidos equitativamente (o lo mds equitativamente posible, ya que con algunas especies es dificil obte-
ner lotes iguales) entre, al menos, tres recipientes de ensayo en paralelo por cada concentracion. La tasa de
carga (biomasa por volumen de ensayo de solucidn) debe ser suficientemente baja para poder mantener sin
aireaciéon una concentracién minima de oxigeno disuelto del 60 % del valor de saturacién en el aire. En los
ensayos dindmicos, se recomienda una tasa de carga que no supere 0,5 g/l en 24 horas ni 5 g/l de solucién en
cualquier momento (2).

Iluminacién y temperatura

El fotoperiodo 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.

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
CLso/periodo de exposicion del estudio de toxicidad aguda. En algunos casos puede estar indicado utilizar
menos de cinco concentraciones, por ejemplo, en los ensayos limite, y un intervalo mds pequefio entre con-
centraciones. El empleo de menos de cinco concentraciones debe justificarse. No es preciso someter a ensayo
concentraciones superiores a la CLs, tras 96 horas, o a 100 mg/l, si ésta concentracion es inferior a dicha
CLsp. Las sustancias no deben someterse a ensayo en concentraciones superiores a su limite de solubilidad en
el agua de ensayo.

Si se emplea un agente de disolucién para facilitar la preparacién de las soluciones de ensayo (véase el punto
1.6.6), su concentracién final ha de ser la misma en todos los recipientes de ensayo y no debe superar
0,1 mi/l

Controles

Paralelamente a las series tratadas con la sustancia de ensayo, debe hacerse un lote de control con agua de
dilucién (en tantos ejemplares como sea necesario) y, si procede, otro control con agente de disolucién (en
tantos ejemplares como sea necesario).

Frecuencia de los andlisis y medidas
Las concentraciones de la sustancia de ensayo deben determinarse periddicamente durante el mismo.

En los ensayos semiestaticos en que la concentracion de la sustancia debe permanecer entre el + 20 % de la
concentracién nominal (es decir, en el intervalo del 80 al 120 %; véanse los puntos 1.4 y 1.6.6), se recomienda
analizar, como minimo, la concentraciéon de ensayo mds baja y la mds 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 andlisis
deben practicarse en muestras de la misma solucién, tomadas justo después de su preparacién y en el
momento de la renovacidn).

En los ensayos en que no quepa esperar que la concentracién de sustancia de ensayo permanezca en un inter-
valo de + 20 % de la concentraciéon 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 renovacion,
pero segiin 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 renovaciéon del medio en
un solo recipiente por concentracion. Las determinaciones no han de espaciarse mds de siete dias. Se reco-
mienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si los datos disponibles muestran
que la concentracién de la sustancia de ensayo en la solucion se ha mantenido debidamente a lo largo de todo
el ensayo en un intervalo de + 20 % de la concentracién nominal o de la concentracion medida al inicio, los
resultados pueden fundarse en éstas.

En los ensayos dindmicos, conviene aplicar un régimen de muestreo similar al descrito para los ensayos semi-
estaticos (si bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). No obstante, si
el ensayo dura mds de siete dias, puede ser oportuno incrementar el nimero 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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1.7.5.2.

1.7.5.3.

1.7.5.4.

1.7.5.5.

En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con un filtro de poros de 0,45 pm) o centrifugar
las muestras, pero, como ni la filtracién ni la centrifugacién permiten siempre separar la fraccién no biodispo-
nible de la sustancia de ensayo de su fraccién biodisponible, no es indispensable efectuarlas.

Durante el ensayo debe medirse en todos los recipientes de ensayo el oxigeno disuelto, el pH y la temperatura.
En los controles y en un uno de los recipientes con la concentracién mds alta se medird la dureza total y la
salinidad, si procede. El oxigeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medirdn como minimo tres veces:
al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiestdticos se recomienda medir el oxigeno
disuelto mds a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovacion del agua o al menos una vez por
semana. El pH ha de medirse al principio y al final de cada periodo de renovacién del agua en los ensayos
semiestdticos y al menos una vez por semana en los dindmicos. La dureza se medird una vez en cada ensayo.
La temperatura deberfa medirse todos los dias y lo ideal serfa un control continuo al menos en un recipiente
de ensayo.

Observaciones
Fase de desarrollo embrionario

Al principio de la exposicién a la sustancia de ensayo debe comprobarse con tanta precision como sea posible
la fase embrionaria (gdstrula) en una muestra representativa de huevos debidamente conservados y limpiados.
Puede asimismo consultarse la bibliografia, que recoge descripciones e ilustraciones de las fases embrionarias

() (5) (10) (11).
Eclosion y supervivencia

Al menos una vez al dfa deben observarse y contarse las eclosiones y los supervivientes. Puede ser conveniente
efectuar observaciones mds 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 mds significativo que sélo el
nimero de muertes (por ejemplo, si se producen efectos toxicos agudos). Las larvas y embriones muertos
deben retirarse en cuanto se localicen, ya que pueden descomponerse rapidamente. Dicha retirada ha de
hacerse con sumo cuidado para no tocar ni dafiar fisicamente los huevos y larvas adyacentes, pues son extre-
madamente delicados y sensibles. Los criterios para considerar que un organismo estd muerto varfan segin la
fase del desarrollo:

— huevos: sobre todo en la fase mds temprana, disminucion acusada de translucidez y cambio de la colora-
cién debido a la coagulacién y/o precipitacion de proteinas, que les dan un aspecto blanco opaco,

— embriones: ausencia de movimientos corporales yjo ausencia de latido cardiaco yjo decoloracién opaca
en las especies cuyos embriones son transliicidos normalmente,

— larvas: inmovilidad y/o ausencia de movimiento respiratorio y/o ausencia de latido cardiaco yjo colora-
cién blanca opaca del sistema nervioso central y[o ausencia de reaccion a los estimulos mecdnicos.

Aspecto andmalo

El nimero de larvas que presenten anomalias corporales yjo pigmentarias, asi como la fase de reabsorcion de
la vesicula vitelina deben registrarse a intervalos adecuados con arreglo a la duracién del ensayo y la naturaleza
de la anomalia observada. Cabe seflalar que la aparicion de larvas y embriones andmalos ocurre en condicio-
nes normales y que su proporcién puede alcanzar varias unidades por cada cien en los controles de algunas
especies. Los animales que presenten anomalias sélo deben retirarse de los recipientes de ensayo cuando estén
muertos.

Comportamiento andmalo

Las anomalias como la hiperventilacién, natacién descoordinada o inactividad atipica deben registrarse a inter-
valos adecuados segiin la duracion del ensayo. Pese a ser dificiles de cuantificar, estos efectos pueden contri-
buir a interpretar los datos de mortalidad proporcionando informacién sobre el modo de actuacién toxica de
la sustancia.

Longitud

Se recomienda medir la longitud de cada sujeto al final del ensayo utilizando la longitud estdndar, la longitud
a la horquilla o la longitud total. Si se observa una descomposicion de la aleta caudal o un desgaste de las ale-
tas, debe emplearse la longitud estdndar. Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente
de variacion de la longitud entre los distintos recipientes de los controles ha de ser < 20 %.
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1.7.5.6. Peso

2.1.

2.2.

2.3.

Puede pesarse cada sujeto al final del ensayo; el peso seco (24 horas a 60 °C) es preferible al peso hiimedo (se-
cados con material absorbente). Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente de varia-
ci6n del peso entre los distintos recipientes de los controles ha de ser < 20 %.

Gracias a las observaciones anteriores, se obtienen algunos o todos los datos siguientes para el andlisis estadis-
tico:

— mortalidad acumulativa,

— ndmero de larvas sanas al final del ensayo,

— momento en que empieza y acaba la eclosién (90 % de eclosiones en cada recipiente en paralelo),
— ntimero de larvas que eclosionan cada dia,

— longitud (y peso) de los animales supervivientes al final del ensayo,

— ntimero de larvas con deformidades o aspecto anémalo,

— ndmero de larvas que presenten un comportamiento anémalo.

RESULTADOS E INFORME

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Es aconsejable que participe un estadistico tanto en el disefio como en el andlisis del ensayo, pues el presente
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental, por ejemplo, en cuanto al
ntimero de recipientes y de concentraciones de ensayo, al nimero inicial de huevos fecundados y a los pard-
metros medidos. Debido a las diversas posibilidades en el disefio del ensayo, no se proporcionan aqui directri-
ces concretas sobre los métodos estadisticos.

Si tienen que calcularse la LOEC y la NOEC, serd preciso analizar las variaciones en cada serie en paralelo
mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) o las tablas de contingencia. El método de Dunnett puede resultar
util para realizar comparaciones mdltiples entre los resultados obtenidos con cada concentracién y los de los
controles (12) (13). Las referencias (14) y (15) de la bibliografia recogen otros ejemplos tiles. Debe calcularse
y registrarse la magnitud del efecto detectable mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) u otros métodos
(es decir, la potencia del ensayo). Cabe sefialar que no todas las observaciones relacionadas en el punto 1.7.5.6
se prestan al tratamiento estadistico por andlisis de la varianza (ANOVA). Asi, por ejemplo, la mortalidad acu-
mulativa y el nimero de larvas sanas al final del ensayo pueden analizarse por métodos de probita.

Si procede calcular la CL y la EC,, una o varias curvas adecuadas, como puede ser la curva logistica, deben
ajustarse a los resultados pertinentes mediante un método estadistico como el de los minimos cuadrados o los
minimos cuadrados no lineales. Las curvas deben parametrarse de manera que puedan estimarse directamente
la CL y la EC, que interese y su error estdndar. Asi se facilitard en gran medida el célculo de los limites de con-
fianza en torno a la CL y la EC,. Salvo que haya razones de peso para preferir otros niveles de confianza, se
seleccionardn limites del 95 % en ambas direcciones. Es preferible que el método de ajuste permita evaluar la
significacion de la falta de ajuste. Pueden emplearse métodos graficos para ajustar las curvas. Todas las obser-
vaciones enumeradas en el punto 1.7.5.6 se prestan al andlisis de regresion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarse con prudencia cuando las concentraciones medidas de las sustancias toxicas
en las soluciones de ensayo se aproximen a los limites de deteccion del método de andlisis. Asimismo, los
resultados relativos a concentraciones superiores a la solubilidad de la sustancia en el agua han de interpretarse
con precaucion.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:
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Sustancia de ensayo:

naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes,

identificacién quimica, incluida la pureza y el método de andlisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si
procede.

Especie sometida a ensayo:

denominacién cientifica, variedad, nimero de peces parentales (es decir, niimero 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.

Condiciones de ensayo:

método empleado (por ejemplo, semiestdtico o dindmico, tiempo transcurrido entre la fecundacion y el
inicio del ensayo, carga, etc.),

fotoperiodo(s),

disefio del ensayo (por ejemplo, nimero de recipientes de ensayo y ndmero de recipientes en paralelo,
numero de embriones por recipiente en paralelo),

método de preparacion de las soluciones madre y frecuencia de renovacién (en su caso, se especificardn el
agente de disolucién empleado y su concentracion),

concentraciones nominales de ensayo, valores medidos en los recipientes de ensayo, medias y desviaciones
estdndar de éstos y método de obtencion; 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 disolucion,

caracteristicas del agua de dilucién: pH, dureza, temperatura, concentracién de oxigeno disuelto, conte-
nido de cloro residual (si se ha medido), carbono orgénico total, sélidos en suspension, salinidad del
medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medicién realizada,

calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentracién de oxigeno
disuelto.

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 embrién y de larva y tasas globales de mortalidad
y supervivencia,

dfas transcurridos hasta la eclosién y niimero de eclosiones,

longitud (y peso),

incidencia y descripcion de las anomalias morfoldgicas, en su caso,
incidencia y descripcion de los efectos sobre el comportamiento, en su caso,
andlisis estadistico y tratamiento de los datos,

en el caso de los ensayos sometidos al andlisis de la varianza, la concentracién minima con efecto obser-
vado (LOEC) para p = 0,05 y la concentracién méxima sin efecto observado (NOEC) para cada respuesta
evaluada, asi como una descripcién de los métodos estadisticos empleados y una indicacién de la magni-
tud del efecto que puede detectarse,

en el caso de los ensayos analizados mediante técnicas de regresion, la CL[EC, e intervalos de confianza, y
un gréfico del modelo ajustado que se haya utilizado para su célculo,

justificacién de toda desviacion 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 comun (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 Menidia peninsulae
Carpa dorada (8) Pejerrey del Atlintico Occidental
(23) (24) (25)
Lepomis macrochirus Clupea harengus
Pez sol de agallas azules (8) Arenque (24) (25)

Gadus morhua
Bacalao (24) (25)

Cyprinodon variegatus
Petota (23) (24) (25)
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APENDICE 1

DIRECTRICES SOBRE LA REALIZACION DE UN ENSAYO DE TOXICIDAD EN EMBRIONES Y ALEVINES DE
PEZ CEBRA (BRACHYDANIO RERIO)

INTRODUCCION

El pez cebra es originario de la costa de Coromandel en la India, donde vive en rios de corriente rdpida. Es una especie
comun de acuario, que pertenece a la familia de las carpas. La informacion relativa a los métodos de cria y los cuidados
que requieren figuran en los manuales de referencia sobre peces tropicales. Laale ha estudiado su biologia y su empleo
en la investigacion relacionada con la pesca (1).

Este pez rara vez supera los 45 mm de longitud. Su cuerpo cilindrico 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 mads
estrechos que las hembras, y éstas son mds plateadas y presentan un abdomen mds 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 éptimas.

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 mafiana 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, REPRODUCCION Y PRIMERAS FASES DE LA VIDA

Se selecciona un ndmero 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 periodo no debe superar
1 gramo de peces por litro. La renovacion regular del agua y la utilizacién de sistemas de purificacién 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, quironémidos, Dafnia o gusanos blancos (Enquitreidos).

A continuacién se recogen dos métodos con los que se han obtenido en la prictica camadas suficientes de huevos
fecundados sanos de cara a la realizacion de un ensayo:

i) se colocan 8 hembras y 16 machos en un acuario con 50 litros de agua de dilucién y protegido de la luz directa.
Debe evitarse en la mayor medida posible perturbarlos al menos durante 48 horas. En la tarde del dia anterior al
inicio del ensayo se coloca en el fondo del acuario un soporte para el desove, formado por un bastidor (de plexiglds
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 pm) en la parte inferior. Se atan a la malla gruesa del soporte varios «drboles de desove»,
consistentes en una cuerda de nailon sin retorcer. Se deja a los peces 12 horas en la oscuridad y, a continuacidn, 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 minimo de dos semanas antes
de la fecha prevista para el desove. Entre 5 y 10 dfas 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 mds arriba). El recipiente se llena con agua de dilucién hasta una altura de 5 a 10 cm
por encima de la malla. Se colocan una hembra y dos machos en el recipiente la vispera de la fecha prevista para
el desove. Se aumenta progresivamente la temperatura del agua hasta un grado por encima de la temperatura de
aclimatacion. Se apaga la luz y se evita en la mayor medida posible toda perturbacién de los peces. Por la mafiana,
se enciende una luz tenue para que empiece el desove. Entre 2 y 4 horas mds tarde, se retiran los peces y se reco-
gen los huevos. Si se necesitan mds huevos de los que puede poner una hembra, pueden disponerse en paralelo los
acuarios que sean necesarios. Si se registra la capacidad de reproduccion de cada hembra antes del ensayo (volumen
de la camada y calidad de los huevos), podrdn 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 didmetro interno superior o igual a 4 mm y
provistos de una pera de succién. El trasvase de huevos debe realizarse con la menor cantidad de agua posible. Los hue-
vos pesan mds 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 microscépico de una o varias muestras del lote o lotes para cerciorarse de que no hay ano-
malias en las primeras fases del desarrollo. No estd permitido desinfectar los huevos.

La tasa de mortalidad de los huevos mds elevada se da durante las 24 horas siguientes a la fecundacién. A menudo se
observa durante ese periodo una tasa de mortalidad del 5 al 40 %. La degeneracién de los huevos se debe a una fertili-
zacion 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. Ademds, el ritmo de desarrollo
y de eclosién varfa 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 °C, los huevos eclosionan entre 3 y 5 dias después de la
fecundacion y la vesicula vitelina se reabsorbe unos 13 dias 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 pequefios y se estudian al microscopio.

Las condiciones de ensayo aplicables a las primeras fases de la vida figuran en el apéndice 2. Los valores 6ptimos de pH
y dureza del agua de dilucién son de 7,8 y de 250 mg CaCO,/l, respectivamente.

CALCULOS Y ESTADISTICAS

Se propone un procedimiento en dos etapas. En primer lugar, se hace un andlisis estadistico de los datos relativos a la
mortalidad, las anomalias en el desarrollo y el momento de la eclosion. A continuacién, se hace una evaluacién estadis-
tica de la longitud corporal de los peces con las concentraciones a las que no se haya observado ningtin efecto adverso
sobre esos tres pardmetros. Se recomienda proceder asi porque las sustancias toxicas pueden matar selectivamente a los
peces mds pequefios, retrasar el momento de la eclosién e inducir malformaciones macroscépicas, lo cual puede sesgar
las mediciones de longitud. Ademds de ello, la cantidad de peces por medir con cada tratamiento serd mds o menos la
misma, lo cual garantiza la validez del andlisis estadistico del ensayo.

DETERMINACION DE LA CLs, Y LA ECs,

Se calcula el porcentaje de huevos y larvas supervivientes y se corrige en funcién de la mortalidad en los controles
mediante la formula de Abbott (4):

c-P
P =100 - C x 100

donde:

P

porcentaje de supervivientes corregido,
P’ = porcentaje de supervivientes observado en la concentracién de ensayo,

C

porcentaje de supervivientes en los controles.

Si es posible, la CLs, se determina por un método apropiado al final del ensayo.

Si se desea incluir las anomalias morfoldgicas en el tratamiento estadistico de la EC5,, pueden encontrarse indicaciones
al respecto en el articulo de Stephan (5).

ESTIMACION 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 habrd que emplear métodos de comparaciones miiltiples (6) (7) (8)
(9) (10).
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APENDICE 4

ALGUNAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UN AGUA DE DILUCION ACEPTABLE

Sustancia Concentraciones
Materia en particulas < 20 mg/l
Carbono orgénico total <2 mg|l
Amoniaco no ionizado <1 pgfl
Cloro residual <10 pg/l
Plaguicidas organofosforados totales < 50 ngfl
Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados < 50 ngfl
Cloro organico total <25 ng/l
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

C.16. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL AGUDA EN ABEJAS

METODO

El presente ensayo de toxicidad aguda reproduce las directrices del documento OCDE TG 213 (1998).

INTRODUCCION

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratorio disefiado para determinar la toxicidad
oral aguda de los productos fitosanitarios y otros productos quimicos en abejas obreras adultas.

Para determinar y evaluar las caracteristicas toxicas 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 quimico
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
evaluacion. En particular, el método puede emplearse en programas de evaluacién del peligro de los plaguici-
das para las abejas, basados en una progresion 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 téxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisién del procedi-
miento de ensayo.

DEFINICIONES

Toxicidad oral aguda: efectos nocivos que se manifiestan durante un periodo mdximo de 96 horas tras la
administracién oral de una dosis tinica de la sustancia de ensayo.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo consumida. Se expresa en peso de la sustancia por animal de ensayo
(ngfabeja). Dado que la alimentacién es colectiva, no puede calcularse la dosis real por abeja, pero puede
hacerse una estimacién de la dosis media (sustancia de ensayo consumida en su totalidad/nimero de abejas en
una jaula).

DL;, (dosis letal media) oral: dosis dnica, obtenida por estadistica, de una sustancia que puede provocar la
muerte del 50 % de los animales a los que se haya administrado por via oral. La DLs, se expresa en pg 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: nimero de animales muertos, es decir, completamente inméviles.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se expone a las abejas obreras adultas (Apis mellifera) a una gama de dosis de la sustancia de ensayo dispersada
en una solucién de sacarosa. A continuacion, se alimenta a las abejas de la misma forma, pero sin sustancia
de ensayo. Se registra la mortalidad todos los dias, 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, < 10 %, estd indicado prolongar el ensayo hasta un maximo de 96 horas. Se anali-
zan los resultados para calcular la DLsj 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.

VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea vélido 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 DL del téxico de referencia debe ajustarse a la gama especificada.
DESCRIPCION DEL METODO

Recoleccion de las abejas

Deben emplearse ejemplares adultos jovenes de abejas obreras de la misma raza, edad, alimentacién, 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 fisiologico conocidos. Pueden recolectarse la mafiana del dia en que vaya a reali-
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1.6.

zarse el ensayo, o la vispera por la tarde y mantenerse en condiciones de ensayo hasta el dia siguiente. Pueden
emplearse abejas procedentes de cuadros sin cria, pero debe evitarse la recoleccion a principios de la prima-
vera o a finales del otofio, pues en esas épocas las abejas modifican su fisiologfa. 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 solucién de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas con productos quimi-
cos como antibi6ticos, anti-varroa, etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad habrd que esperar cuatro sema-
nas desde el final del dltimo tratamiento.

Alojamiento y alimentacién

Se emplean jaulas ficiles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable,
tela metalica, pldstico, madera desechable, etc., y de tamafio apropiado, es decir, suficientemente espaciosas
para el numero de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula.

Las abejas se mantienen en la oscuridad en un cuarto de experimentacién a 25 + 2 °C. Debe registrarse a lo
largo del ensayo la humedad relativa, que serd por lo general del 50-70 %. Tanto el manejo como el trata-
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del dfa). Se alimenta a las abejas con solucién acuosa de
sacarosa con una concentracién final de 500 g/l (50 % w/v). Tras las dosis de ensayo, se las alimenta ad libi-
tum. El sistema de alimentacién 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 didmetro.

Preparacion de las abejas

Se asignan las abejas de forma aleatoria a las jaulas, que se colocan, también de forma aleatoria, en el cuarto
de experimentacion.

Conviene suprimir la alimentacién de las abejas 2 horas antes de iniciar el ensayo. Se recomienda esta practica
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.

Preparacion de las dosis

Si la sustancia de ensayo puede mezclarse con agua, se afiade directamente a una solucion de sacarosa al 50 %.
Si se trata de productos de calidad técnica o de sustancias escasamente solubles en agua, pueden emplearse
disolventes orgdnicos, emulgentes o dispersantes poco téxicos para las abejas (por ejemplo, acetona, dimetil-
formamida o dimetilsulféxido). La concentracion del excipiente dependerd 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 concentracién 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 solucién
acuosa y una solucion de sacarosa con el disolvente o excipiente a la concentraciéon empleada en las dosis de
ensayo.

PROCEDIMIENTO
Grupos de ensayo y controles

El nimero de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadistico para poder
determinar la DLs, con un limite 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 DL;,. No obstante, el factor de dilu-
cién y el ndmero de concentraciones han de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad
(dosis/mortalidad) y al método estadistico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones
apropiadas para el tratamiento pueden establecerse tras un experimento de determinacion de gamas.

Con cada concentraciéon de ensayo deben tratarse al menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno.
Ademds 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).

Téxico de referencia

Debe incluirse un téxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizardn al menos tres dosis que abarquen la
DLs, prevista. Para cada dosis de ensayo se empleardn al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada
una. El téxico de referencia idoneo es el dimetoato, cuya DL;,-24 horas tras administracion oral es del orden
de 0,10-0,35 pg p.a.fabeja (2). También pueden emplearse otros toxicos si se dispone de datos suficientes para
comprobar que la relacién dosis/respuesta es la esperada (por ejemplo, paration).
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Exposicion
Administracién de las dosis

Debe administrarse a cada grupo de abejas 100-200 pl de solucién acuosa de sacarosa al 50 % con la sustancia
de ensayo a la concentracién adecuada. Si la sustancia es poco soluble, poco téxica o su concentracién en la
formulacion es escasa, ha de administrarse un volumen mayor, pues se necesita una mayor cantidad de sustan-
cia en la solucion 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 solucién de sacarosa tinicamente, 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 médximo de 6 horas, el alimento tratado que no haya sido consumido se sustituye por solucién de sacarosa
sola. Se calcula el consumo de alimento tratado (por ejemplo, midiendo el volumen/peso del alimento tratado
que haya sobrado).

Duracién

Conviene que el ensayo dure hasta 48 horas después de la sustitucion de la solucion de ensayo por la de saca-
rosa sola. Si la mortalidad sigue aumentando en mds del 10 % tras las primeras 24 horas, debe prolongarse el
ensayo hasta un maximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del control no supere el 10 %.

Observaciones

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas del inicio del ensayo (es decir, de la administracién de
la dosis). Si es necesario prolongar el periodo de observacion, se hardn registros cada 24 horas, hasta un
méximo 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 periodo de 6 horas.

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el periodo de ensayo.
Ensayo limite

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente téxica), puede
realizarse un ensayo limite con 100 pg p.a.fabeja para demostrar que la DLs, 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 toxico de referencia y para el célculo 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).

RESULTADOS E INFORME

RESULTADOS

Se resumen los resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el
toxico de referencia, el nimero de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el
nimero de abejas que presenten alteraciones del comportamiento. Se analizan los datos relativos a la mortali-
dad con métodos estadisticos apropiados (por ejemplo, andlisis por probitas, media mévil, 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 (DLsg) con un limite de confianza del
95 %. La mortalidad de los controles puede corregirse mediante la correccion 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 DL se expresa en pg de sustancia de ensayo por abeja.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacion siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes (estabilidad en el agua, presién de vapor, etc.),

— identificaciéon quimica: formula estructural, pureza, etc. (en el caso de los plaguicidas, identidad y concen-
tracién del principio o principios activos).
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Especie sometida a ensayo:

denominacion cientifica, raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recoleccion,

informacién sobre las colonias de donde proceden las abejas de ensayo: estado de salud, enfermedades de
los sujetos adultos, tratamientos previos, etc.

Condiciones de ensayo:

temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentacion,
condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamafio y material de las jaulas,
método de preparacion de la soluciéon madre y de ensayo (en su caso, el disolvente y su concentracion),

disefio del ensayo, por ejemplo, niimero de concentraciones y concentraciones de ensayo, niimero de con-
troles, etc.,

para cada concentracién de ensayo y control, nimero de jaulas utilizadas en paralelo y nimero de abejas
por jaula,

fecha del ensayo.

Resultados:

resultados del estudio previo de determinacién de gamas, si procede,
datos en bruto: mortalidad con cada dosis de ensayo en cada perfodo de observacion,
grafico de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo,

valores de la DLy, con un limite de confianza del 95,% en cada periodo de observacién recomendado,
con la sustancia de ensayo y el toxico de referencia,

métodos estadisticos empleados para calcular la DL,
mortalidad en los controles,

otros efectos bioldgicos 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 desviacién de los protocolos de ensayo aqui descritos y cualquier otra informacién de interés.
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C.17. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA POR CONTACTO EN ABEJAS

METODO

El presente ensayo de toxicidad aguda reproduce las directrices del documento OCDE TG 214 (1998).

INTRODUCCION

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratorio disefiado para determinar la toxicidad
aguda por contacto de los productos fitosanitarios y otros productos quimicos en abejas obreras adultas.

Para determinar y evaluar las caracteristicas toxicas 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 qui-
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 evaluacién. En particular, el método puede emplearse en programas de evaluacion del peligro
de los plaguicidas para las abejas, basados en una progresién 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 téxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisién del procedi-
miento de ensayo.

DEFINICIONES

Toxicidad aguda por contacto: efectos nocivos que se manifiestan durante un perfodo mdximo de 96 horas
tras la aplicacion tépica de una dosis tinica de una sustancia.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo aplicada. Se expresa en peso de la sustancia por animal de ensayo (ug/
abeja).

DL, (dosis letal media) por contacto: dosis tnica, obtenida por estadistica, de una sustancia que puede pro-
vocar la muerte del 50 % de los animales a los que se haya aplicado. La DL, se expresa en pg 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: nimero de animales muertos, es decir, completamente inméviles.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se expone a las abejas obreras adultas (Apis mellifera), por aplicacién directa en el térax (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 %, estd indicado prolongar el ensayo hasta un méximo de 96 horas. Se registra la mortalidad todos
los dias y se compara con las cifras del control. Se analizan los resultados para calcular la DLs, 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.

VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea vélido 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 DLs, del téxico de referencia debe ajustarse a la gama especificada.

DESCRIPCION DEL METODO
Recoleccion de las abejas

Deben emplearse ejemplares adultos jovenes de abejas obreras de la misma raza, edad, alimentacién, 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 fisiologico conocidos. Pueden recolectarse la mafiana del dia en que vaya a reali-
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zarse el ensayo, o la vispera por la tarde y mantenerse en condiciones de ensayo hasta el dia siguiente. Pueden
emplearse abejas procedentes de cuadros sin cria, pero debe evitarse la recoleccion a principios de la prima-
vera o finales del otoflo, pues en esas épocas las abejas modifican su fisiologia. 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 solucién de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas con productos quimicos como
antibidticos, anti-varroa, etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad habrd que esperar cuatro semanas desde
el final del dltimo tratamiento.

Alojamiento y alimentacién

Se emplean jaulas ficiles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable,
tela metdlica, plastico, madera desechable, etc., y de tamafio apropiado, es decir, suficientemente espaciosas
para el nimero de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula.

Las abejas se mantienen en la oscuridad en un cuarto de experimentacién a 25 = 2 °C. Debe registrarse a lo
largo del ensayo la humedad relativa, que serd por lo general del 50-70 %. Tanto el manejo como el trata-
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del dfa). Se alimenta a las abejas con solucién acuosa de
sacarosa con una concentracién final de 500 g/l (50 % w]v). Esta 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 didmetro.

Preparacion de las abejas

Antes de aplicar la sustancia de ensayo, pueden anestesiarse las abejas con anhidrido carbénico o nitrégeno.
Debe reducirse al minimo la cantidad de anestésico aplicado y el tiempo de exposicion. Se retiran las abejas
moribundas y se sustituyen por otras sanas antes de empezar el ensayo.

Preparacion de las dosis

La sustancia de ensayo se diluye en un excipiente, que puede ser un disolvente orgénico o una solucién acuosa
con un humectante. La acetona es el disolvente orgdnico mds conveniente, si bien pueden emplearse otros
escasamente tOxicos para las abejas (por ejemplo, dimetilformamida o dimetilsulf6xido). Si se trata de formula-
dos dispersados en agua o de sustancias orgdnicas de gran polaridad insolubles en disolventes orgénicos, puede
resultar mds fcil aplicarlos en una solucién 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.

PROCEDIMIENTO
Grupos de ensayo y controles

El nimero de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadistico para poder
determinar la DLsy con un limite 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 DLso. No obstante, el nimero de con-
centraciones ha de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad (dosis/mortalidad) y al
método estadistico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones apropiadas para el tra-
tamiento pueden establecerse tras un experimento de determinacion de gamas.

Con cada concentracién de ensayo deben tratarse al menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno.

Ademds 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 orgénico o
humectante.

Téxico de referencia

Debe incluirse un téxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizardn al menos tres dosis que abarquen la
DLs, prevista. Para cada dosis de ensayo se empleardn al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada
una. El téxico de referencia idéneo es el dimetoato, cuya DLs,-24 horas por contacto es del orden de
0,10-0,35 pg p.a.fabeja (2). También pueden emplearse otros toxicos si se dispone de datos suficientes para
comprobar que la relacién dosis/respuesta es la esperada (por ejemplo, paration).
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Exposicion
Administracién de las dosis

Se hace una aplicacion 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 térax 1 pl de solucidn con sustancia de ensayo a la concentraciéon adecuada. Si procede, pueden apli-
carse otros volimenes. Después de la aplicacion, se colocan las abejas en las jaulas de ensayo y se les propor-
ciona solucion de sacarosa.

Duracion

Conviene que el ensayo dure 48 horas. Si la mortalidad sigue aumentando en mads del 10 % entre las 24 y las
48 horas, debe prolongarse el ensayo hasta un mdximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del con-
trol no supere el 10 %.

Observaciones

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas de la administracién de la dosis. Si es necesario prolon-
gar el periodo de observacién, se hardn registros cada 24 horas, hasta un maximo de 96 horas, siempre y
cuando la mortalidad del control no supere el 10 %.

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el periodo de ensayo.
Ensayo limite

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente toxica), puede
realizarse un ensayo limite con 100 pg p.a./abeja para demostrar que la DLs, 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 toxico 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).

RESULTADOS E INFORME

RESULTADOS

Se resumen los resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el
toxico de referencia, el niimero de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el
namero de abejas que presenten alteraciones del comportamiento. Se analizan los datos relativos a la mortali-
dad con métodos estadisticos apropiados (por ejemplo, andlisis por probitas, media mévil, probabilidad bino-
mial) (3) (4). Se trazan las curvas de dosis-respuesta correspondientes a todas las observaciones recomendadas
(alas 24, 48 y, en su caso, 72 horas y 96 horas) y se calculan las pendientes de las mismas y las dosis letales
medias (DLsg) con un limite de confianza del 95 %. La mortalidad de los controles puede corregirse mediante
la correccion de Abbott (4) (5). La DLsq se expresa en pg de sustancia de ensayo por abeja.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas (estabilidad en el agua, presion de vapor, etc.),

— identificaciéon quimica: formula estructural, pureza, etc. (en el caso de los plaguicidas, identidad y concen-
tracién del principio o principios activos).

Especie sometida a ensayo:

— denominacion cientifica, raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recoleccion,

— informacion 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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Condiciones de ensayo:

temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentacion,
condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamafio y material de las jaulas,

método de administracion de la sustancia de ensayo: disolvente, volumen de solucién de ensayo, anestési-
cos empleados, etc.,

disefio del ensayo, por ejemplo, niimero de concentraciones y concentraciones de ensayo, niimero de con-
troles, etc.; para cada concentracién de ensayo y control, nimero de jaulas utilizadas en paralelo y

ntimero de abejas por jaula,

fecha del ensayo.

Resultados:

resultados del estudio previo de determinacién de gamas, si procede,
datos en bruto: mortalidad con cada concentracion de ensayo en cada periodo de observacion,
grafico de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo,

valores de la DLs, con un limite de confianza del 95 % en cada perfodo de observacién recomendado,
con la sustancia de ensayo y el toxico de referencia,

métodos estadisticos empleados para calcular la DL,
mortalidad en los controles,
otros efectos bioldgicos observados o medidos en las abejas, asi como cualquier reaccién anormal,

toda desviacién de los protocolos de ensayo aqui descritos y cualquier otra informacién de interés.
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C.18. ADSORCION/DESORCION SEGUN UN METODO DE EQUILIBRIO POR LOTES

METODO

Este método reproduce las directrices de la OCDE TG 106 para la determinacién de la adsorcién/desorcién en
el suelo, segin un método de equilibrio por lotes (2000).

INTRODUCCION

El método tiene en cuenta una prueba de anillo y un taller para la seleccién de suelo con vistas al desarrollo
de una prueba de adsorcién (1) (2) (3) (4), asi como distintas directrices nacionales vigentes (5) (6) (7) (8) (9)
(10) (11).

Los estudios de adsorcién/desorcion son dtiles para proporcionar informacion esencial sobre la movilidad de
las sustancias quimicas y su distribucién en los compartimentos edéfico, acudtico y aéreo de la biosfera (12)
(13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21). Esta informacién puede ser utilizada en la prediccién o estimacion,
por ejemplo, de la capacidad de una sustancia quimica para su degradacién (22) (23), transformacién y absor-
cién por organismos (24), lixiviacion a través del perfil edifico (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
adsorcion pueden utilizarse para establecer comparaciones y modelos (19) (33) (34) (35).

La distribucién de una sustancia quimica entre las fases eddfica y acuosa es un proceso complejo que depende
de diversos factores: la naturaleza quimica de la sustancia (12) (36) (37) (38) (39) (40), las caracteristicas del
suelo (4) (12) (13) (14) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) (49) y factores climdticos tales como las precipi-
taciones, la temperatura, la luz solar y el viento. As{ pues, los numerosos fenémenos y mecanismos implicados
en el proceso de adsorcién de una sustancia quimica 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 informacion valiosa sobre la importancia ambien-
tal de la adsorcién de una sustancia quimica.

Véase también la introduccién general.

OBJETO

El objeto del método es estimar el comportamiento de adsorcién/desorcién de una sustancia en los suelos. Lo
que se pretende es obtener un valor de sorcién que pueda utilizarse para predecir el reparto en diversas condi-
ciones ambientales; con este fin, se determinan los coeficientes de adsorcién en el equilibrio de una sustancia
quimica en diversos suelos en funcidn de las caracteristicas de éstos (por ejemplo, contenido de carbono orgé-
nico, contenido de arcilla y textura del suelo y pH). Hay que utilizar diversos tipos de suelo para cubrir lo més
ampliamente posible las interacciones de una sustancia dada con suelos naturales.

En este método, la adsorcién representa el proceso de enlace de una sustancia quimica a las superficies de los
suelos; no se distingue entre diversos procesos de adsorcién (adsorcion fisica y quimica) y procesos tales como
la degradacion catalizada en superficie, la adsorcion en la masa o las reacciones quimicas. La adsorciéon que
pueda darse en las particulas coloidales (didmetro < 0,2 pum) generadas por los suelos no se tiene en cuenta
completamente.

Los pardmetros del suelo que se consideran mds importantes para la adsorcién son los siguientes: contenido
de carbono orgdnico (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
pardmetros del suelo que pueden influir en la adsorcién/desorcién de determinadas sustancias son la capacidad
efectiva de intercambio catiénico (ECEC), el contenido de éxidos amorfos de hierro y aluminio, particular-
mente en caso de suelos volcdnicos y tropicales (4), y la superficie especifica (49).

La prueba se disefia para evaluar la adsorciéon de una sustancia quimica en distintos tipos de suelo con una
amplia gama de contenido de carbono orgdnico, contenido de arcilla y textura del suelo, y pH. Comprende
tres etapas:

Etapa 1: Estudio preliminar para determinar:
— la proporcién suelofsolucion,

— el tiempo de equilibrio para la adsorcién y la cantidad de sustancia problema adsorbida en el
equilibrio,

— la adsorcién de la sustancia problema en las superficies de los recipientes del ensayo y la estabi-
lidad de dicha sustancia durante el periodo de prueba.

Etapa 2: Prueba de barrido: se estudia la adsorcion en cinco tipos diversos de suelo mediante cinética de
adsorcién con una sola concentracién y determinacion del coeficiente de distribucion Ky y K.
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Etapa 3: Determinacién de las isotermas de adsorcién de Freundlich para determinar la influencia de la con-
centracién sobre el grado de adsorcién en los suelos.

Estudio de la desorcion mediante cinética de desorcidnfisotermas de desorcion de Freundlich (apén-
dice 1).

1.3. DEFINICIONES Y UNIDADES

Simbolo Definicion Unidad
A, Adsorcién porcentual al tiempo t; %
Agq Adsorcion porcentual en el equilibrio de adsorcion %

ma(t,) Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo t; ng

mi(At) | Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo durante el inter- ng
valo de tiempo At

mi%(eq) Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio ng

de adsorcién
m, Masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la ng
prueba de adsorcién

ma3(t) Masa de la sustancia problema medida en una alicuota (v2) al tiempo ng

G

mid(eq) Masa de la sustancia en la solucién en el equilibrio de adsorcién ng
Mgy Cantidad de la fase eddfica, expresada en masa seca de suelo g
Cy Concentracién en masa de la solucién madre de la sustancia pg cm”?
Co Concentracién inicial en masa de la solucién problema en contacto pg cm™?

con el suelo

Ca8(t) Concentracién en masa de la sustancia en la fase acuosa al tiempo t; pg cm™?

en que se realiza el andlisis

C25(eq) Contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de pg gt

adsorcién

ngs(eq) Concentracién en masa de la sustancia en la fase acuosa en el equili- pg cm™?

brio de adsorcién

Vo Volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el suelo durante la cm’?
prueba de adsorcién

vA Volumen de la alicuota en que se mide la sustancia problema cm’

K4 Coeficiente de distribucién de la adsorcién cm’ gt

Koc Coeficiente de adsorciéon normalizado para tener en cuenta el carbono cm’ g!
organico

Kom Coeficiente de distribucién normalizado para tener en cuenta la mate- cm’ g!
ria orgdnica

Kads Coeficiente de adsorcién de Freundlich pg 17U (cm?) Un g1

1/n Exponente de Freundlich

D, Desorcién porcentual al tiempo t; %

Dy, Desorcion porcentual en el intervalo de tiempo At %

Kyes Coeficiente de desorcién aparente cm’g!

Kes Coeficiente de desorcién de Freundlich pg U (cm?) 1n g7

mées (t) Masa de la sustancia problema desorbida del suelo al tiempo t; ng
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1.4.

Simbolo Definicion Unidad
mde (At) | Masa de la sustancia problema desorbida del suelo durante el intervalo ng
de tiempo At
mé(eq) Masa de la sustancia determinada analiticamente en la fase acuosa en ng
el equilibrio de desorcién
m‘aifls(eq) Masa total de la sustancia problema desorbida en el equilibrio de ng
desorcién
md(At) | Masa de la sustancia que permanece adsorbida en el suelo después del ng
intervalo de tiempo At;
mj, Masa de la sustancia que queda en solucién después de alcanzado el ng
equilibrio de adsorcién debido a la sustitucién incompleta del volu-
men
Cdes(eq) Contenido de la sustancia problema que permanece adsorbida en el pg gt
suelo en el equilibrio de desorcidn
Cf;s(eq) Concentracién en masa de la sustancia problema en la fase acuosa en pg cm™
el equilibrio de desorcién
Vi Volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante el cm’
experimento de cinética de desorcion llevado a cabo con el método en
serie
Vi Volumen del sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el cm’
equilibrio de adsorcién y sustituido por el mismo volumen de solu-
cién de CaCl, 0,01 M
v,P Volumen de la alicuota tomada para el andlisis a partir del tiempo (i), cm’
durante el experimento de cinética de desorcion realizado con el
método en serie
A Volumen de la solucién tomada del tubo (i) para la medida de la sus- cm’
tancia problema, en el experimento de cinética de desorcién (método
paralelo)
VE Volumen de la soluciéon tomada del tubo para la medida de la sustan- cm’
cia problema, en el equilibrio de desorcién
MB Balance de masa %
mg Masa total de la sustancia problema extraida del suelo y de las paredes ng
del recipiente del ensayo en dos pasos
Viee Volumen del sobrenadante recuperado después del equilibrio de adsor- cm’
cion
Py Coeficiente de reparto octanol/agua
pKa Constante de disociacion
. " 4
Sw Hidrosolubilidad gl

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

A las muestras de suelo de peso seco conocido que se han preequilibrado en CaCl, 0,01 M se afladen voltime-
nes conocidos de soluciones de concentracién también conocida de la sustancia problema, no marcada ni
radiomarcada, en CaCl, 0,01 M. La mezcla se agita durante un tiempo adecuado. Las suspensiones de suelo se
separan entonces por centrifugacion y, si se desea, por filtracin, 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 solucién y la cantidad que permanece al final del experimento (mé-
todo indirecto).

Como opcidn, la cantidad de sustancia problema adsorbida puede determinarse también directamente por and-
lisis del suelo (método directo). Este procedimiento, que implica someter el suelo a extraccién gradual con el
solvente apropiado, se recomienda en caso de que no pueda determinarse exactamente la diferencia de concen-
tracion de la sustancia en la solucién. Los siguientes son ejemplos de tales casos: adsorcion 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, adsorcion débil que dé solamente un pequefio cambio de concentracién en la solu-
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1.5.

1.6.

1.7.

cién, y adsorcion fuerte que deje una concentracién tan baja que no pueda determinarse exactamente. Si se
utiliza una sustancia radiomarcada, la extraccion del suelo puede evitarse mediante andlisis de la fase edéfica
por combustién y recuento de centelleo liquido. Sin embargo, el recuento de centelleo liquido es una técnica
inespecifica que no puede distinguir entre productos parentales y productos de transformacién; por lo tanto,
debe utilizarse solamente si la sustancia problema es estable durante la duracién del estudio.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

Los reactivos quimicos deben ser de grado analitico. Se recomienda el uso de sustancias problema no marca-
das de composicién conocida y pureza preferiblemente del 95 %, al menos, o de sustancias problema radio-
marcadas de composicién y radiopureza conocidas. En caso de marcadores de semivida breve, deben aplicarse
correcciones para tener en cuenta su desintegracion.

Antes de llevar a cabo una prueba de adsorcién/desorcion, debe disponerse de la siguiente informacién sobre
la sustancia problema:

) hidrosolubilidad (A.6);

o

b) presion de vapor (A.4) o constante de la ley de Henry;

¢) degradacién abidtica: hidrdlisis en funcién del pH (C.7);

d) coeficiente de reparto (A.8);

e) biodegradabilidad ficil (C.4) o transformacién aerobia y anaerobia en el suelo;
f) pKa de las sustancias ionizables;

g) fotdlisis directa en agua (es decir, espectro de absorcién ultravioleta-visible en el agua, rendimiento cudn-
tico) y fotodegradacion en el suelo.

APLICABILIDAD DE LA PRUEBA

La prueba es aplicable a las sustancias quimicas respecto de las cuales se dispone de un método analitico con
la suficiente exactitud. Un pardmetro 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. Asi pues, es necesario comprobar la estabilidad en un estudio preliminar; si se observa alguna
transformacién en la escala de tiempo de la prueba, se recomienda que el estudio principal se realice anali-
zando tanto la fase edéfica como la acuosa.

Pueden surgir dificultades en la realizacién de esta prueba con sustancias problema cuya hidrosolubilidad sea
baja (S,, < 107* g I"1), asi como con sustancias muy cargadas, debido al hecho de que la concentracién en la
fase acuosa no puede medirse analiticamente con la suficiente exactitud. En estos casos hay que tomar medidas
adicionales. En las secciones pertinentes del presente método se dan indicaciones sobre como tratar estos pro-
blemas.

Al probar sustancias volatiles, debe tenerse cuidado para evitar pérdidas durante el estudio.

DESCRIPCION DEL METODO
Instrumentos y reactivos quimicos

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 manipulacién y transferencia,

— estén hechos de un material inerte que minimice la adsorcion de la sustancia problema en su superfi-
cie;

b) dispositivo de agitacion: agitador rotatorio o equipo equivalente; el dispositivo de agitaciéon debe mantener
el suelo en suspension durante la agitacion;
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¢) centrifugadora: preferiblemente de alta velocidad con, por ejemplo, fuerzas de centrifugaciéon > 3 000 g,
con temperatura controlada, capaces de retirar de la solucién acuosa particulas con un didmetro mayor de
0,2 pm. Los recipientes deben estar cerrados durante la agitacién y la centrifugacion para evitar fenéme-
nos de volatilidad y pérdidas de agua; para minimizar la adsorcidn sobre ellos, deben utilizarse tapones
desactivados, tales como tapones de rosca con revestimiento de teflon;

d) opcional: dispositivo de filtracién; filtros de 0,2 pm de porosidad, estériles, de un solo uso. Debe tenerse
especial cuidado en la seleccién 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 orgdnico;

e) instrumentacion analitica, adecuada para medir la concentracién de la sustancia problema;

f) estufa de laboratorio, capaz de mantener una temperatura de 103 a 110 °C.
Caracterizacién y seleccién de los suelos

Los suelos deben caracterizarse por tres pardmetros considerados en gran parte responsables de la capacidad
de adsorcién: carbono organico, contenido de arcilla y textura de suelo, y pH. Como ya se ha mencionado
(véase el punto 1.2) la adsorcién/desorcién de ciertas sustancias puede verse afectada por otras propiedades
fisicoquimicas del suelo, que deben considerarse en tales casos.

Los métodos utilizados para la caracterizacién 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 solucién de
CaCl, 0,01 M (que es la solucién utilizada en la prueba de adsorcién/desorcién) segiin el método correspon-
diente de la ISO (por ejemplo, ISO-10390-1). También se recomienda que las otras propiedades pertinentes
del suelo se determinen segin métodos normalizados [por ejemplo, el Manual de andlisis de suelo (Handbook
of Soil Analysis)] de la ISO; esto permite que el andlisis de los datos de sorcién se base en pardmetros del suelo
normalizados en conjunto. En el punto 3, «Bibliograffa» (50-52), se da informacién sobre métodos normaliza-
dos existentes de andlisis y caracterizacion 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 informacion sobre la seleccion de suelos para los experimentos de adsorcion/desorcion.
Los siete suelos seleccionados cubren los tipos de suelo de las zonas geograficas templadas. En caso de sustan-
cias problema jonizables, los suelos seleccionados deben cubrir una gama amplia de pH, para poder evaluar la
adsorcién de la sustancia en sus formas ionizada y no ionizada. En el punto 1.9, «Realizacion de la pruebay,
figuran orientaciones sobre cudntos suelos distintos han de utilizarse en las diversas fases de la prueba.

Si se prefieren otros tipos de suelo, deben caracterizarse por los mismos pardmetros y ser similares a los des-
critos en el cuadro 1 en cuanto a la variacién de sus propiedades, incluso aunque no se ajusten exactamente a
los criterios.

CUADRO 1: Informacién sobre la seleccién de muestras de suelo para los estudios de adsorcion/

desorcién
Tipo de suelo (enGCafgzdgy gi—IM) Contf)rrligi?l i(iz i;or)bono Contenid(; )de arcilla Textura del suelo ()
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 3 <0,5-1,5(3) ¢) <10-15() Franco-arenoso
6 >7,0 <0,5-1,0 ) () 40-65 Franco-arcilloso|
arcilla
7 < 4,5 > 10 <10 Arena/franco-arenoso

(1) Segtin el sistema de la FAO y los Estados Unidos de América (85).

(®) 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 aceptardn valores por debajo del minimo indicado.

() Los suelos con menos del 0,3 % de carbono orgénico pueden perturbar la correlacién entre el contenido orgdnico y la
adsorcion. Asi pues, se recomienda el uso de suelos con un contenido minimo de carbono organico del 0,3 %.
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1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Recogida y conservacién de muestras de suelo
Recogida

No se recomienda ninguna técnica o herramienta de muestreo especifica; la técnica de muestreo depende del
propésito del estudio (53) (54) (55) (56) (57) (58).

Deben considerarse los elementos siguientes:

a) es necesario tener informacion detallada sobre las circunstancias del yacimiento, incluyendo la situacion,
cubierta vegetal, tratamientos con plaguicidas y fertilizantes, adiciones bioldgicas o contaminacién acci-
dental. Deben seguirse las recomendaciones de la norma de la ISO sobre muestreo del suelo (ISO
10381-6) en cuanto a la descripcién del sitio de muestreo;

b) hay que definir el sitio de muestreo por sus coordenadas UTM (proyeccién universal transversal de Merca-
tor/cero geodésico horizontal europeo) o geogréficas; asi se puede volver a recoger en el futuro un suelo
particular o definir el suelo bajo diversos sistemas de clasificacion utilizados en paises diferentes. Sola-
mente debe recogerse el horizonte A hasta una profundidad méxima de 20 cm. Especialmente en el caso
del suelo de tipo 7, si hay un horizonte Oy, 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.

Conservacion

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 ningdn limite de tiempo de
conservacion, pero los suelos almacenados durante mds de tres afios deben volver a analizarse en cuanto a su
contenido de carbono organico, pH y capacidad de intercambio catiénico (CEC), antes de que se utilicen.

Manipulacién y preparacién de las muestras de suelo para la prueba

Los suelos se secan al aire a temperatura ambiente (preferiblemente entre 20 y 25 °C). La desagregacién debe
llevarse a cabo con la fuerza minima, de modo que la textura original del suelo cambie lo menos posible. Los
suelos se tamizan a un tamafio de particula < 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-
neizacion cuidadosa, ya que aumenta la reproducibilidad de los resultados. El indice de humedad de cada suelo
se determina en tres alicuotas mediante calentamiento a 105 °C hasta que no haya ningtin cambio significativo
en el peso (aproximadamente 12 horas). Para todos los célculos, la masa del suelo hace referencia a la masa
seca en estufa, es decir, el peso del suelo corregido para descontar el indice de humedad.

Preparacion de la sustancia problema para su aplicacién al suelo

La sustancia problema se disuelve en una solucién de CaCl, 0,01 M en agua destilada o desionizada; la solu-
cién de CaCl, se utiliza como fase solvente acuosa para mejorar la centrifugacién y minimizar el intercambio
catiénico. La concentracién de la solucion madre debe ser preferiblemente tres érdenes de magnitud mds alta
que el limite de deteccién del método analitico utilizado. Este umbral garantiza la exactitud de las medidas en
cuanto a la metodologia seguida en este método; ademds, la concentracion de la soluciéon madre debe estar
por debajo de la hidrosolubilidad de la sustancia problema.

La solucion madre debe prepararse de preferencia justo antes de la aplicacién a las muestras de suelo y debe
guardarse cerrada en la oscuridad a 4 °C. El tiempo de conservacién depende de la estabilidad de la sustancia
problema y de su concentracién en la solucién.

Solamente en el caso de las sustancias poco solubles (S, < 107* g 1), puede ser necesario afiadir un agente de
solubilizacion apropiado cuando sea dificil disolver la sustancia problema. Este agente de solubilizacion: a)
debe ser miscible con agua, como el metanol o el acetonitrilo; b) su concentracién no debe exceder del 1 %
del volumen total de la solucién madre y debe constituir menos de ese limite en la solucion de la sustancia
problema que se vaya a poner en contacto con el suelo (preferentemente menos del 0,1 %), y ¢) no debe ser
un agente tensoactivo ni experimentar reacciones solvoliticas con la sustancia problema. El uso de un agente
de solubilizacién debe constar y justificarse en el informe sobre los datos.

Otra opci6én para sustancias poco solubles es afiadir al sistema de prueba sustancia problema ya disuelta: esta
sustancia se disuelve en un solvente orgdnico, del cual se afiade una alicuota al sistema de suelo y solucién de
CaCl, 0,01 M en agua destilada o desionizada. El contenido del solvente orgdnico en la fase acuosa debe man-
tenerse lo mds bajo posible, normalmente sin exceder del 0,1 %. La utilizacién de un solvente orgdnico puede
adolecer de irreproducibilidad del volumen. Asi pues, puede introducirse un error adicional ya que la concen-
tracién de sustancia problema y de cosolvente no serd la misma en todas las pruebas.
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1.8.

1.8.1.

1.8.2.

REQUISITOS PREVIOS PARA LLEVAR A CABO LA PRUEBA DE ADSORCION/DESORCION
Método analitico

Entre los pardmetros clave que pueden influir en la exactitud de las medidas de sorcién se incluyen la exacti-
tud del método analitico en el andlisis de las fases tanto de solucién como adsorbida, la estabilidad y la pureza
de la sustancia problema, el logro del equilibrio de sorcién, la magnitud del cambio de concentracién de la
solucién, la proporcion suelofsolucién 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 analitico utilizado en la gama de concentracién que pueda darse
durante la prueba. El experimentador debe ser libre para elaborar un método apropiado con la exactitud, la
precision, la reproducibilidad, los limites de deteccién y la recuperacién apropiados. A continuacién se dan
orientaciones sobre como llevar a cabo tal prueba.

Un volumen apropiado de CaCl,0,01 M (por ejemplo, 100 cm?) se agita durante 4 horas con un peso determi-
nado de suelo (por ejemplo, 20 g) de alta capacidad de adsorcidn, es decir, con un alto contenido de carbono
orgdnico y de arcilla; estos pesos y volimenes pueden variar dependiendo de las necesidades analiticas, pero
una proporcién suelofsolucién de 1:5 es un punto de partida conveniente. Se centrifuga la mezcla y puede fil-
trarse la fase acuosa. Se afiade a ésta cierto volumen de la solucién madre de sustancia problema para alcanzar
una concentracién nominal dentro de la gama de concentracién 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 solucién de preequilibrado. Se analiza la solucién.

Debe realizarse una prueba en blanco con el sistema suelo + solucién de CaCl, (sin la sustancia problema),
para comprobar la presencia de artefactos en el método analitico y de efectos de matriz causados por el suelo.

Entre los métodos analiticos que pueden utilizarse para las medidas de sorcién se incluyen la cromatografia
gas-liquido (GLC), la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), la espectrometria (por ejemplo, cromato-
graffa gascosa/espectrometria de masas, HPLC[espectrometria de masas) y el recuento de centelleo liquido (para
sustancias radiomarcadas). Sea cual sea el método analitico utilizado, se considera conveniente si la recupera-
cién estd entre el 90 y el 110 % del valor nominal. Para permitir la deteccion y la evaluacién después de que
haya tenido lugar el reparto, los limites de deteccién del método analitico deben estar al menos dos 6rdenes
de magnitud por debajo de la concentracién nominal.

Las caracteristicas y los limites de deteccién del método analitico disponible para llevar a cabo los estudios de
adsorcion desempefian un papel importante en la definicion de las condiciones de prueba y de la realizacion
de todo el experimento. Este método sigue una via experimental general y proporciona recomendaciones y
orientaciones sobre soluciones alternativas cuando el método analitico y las instalaciones de laboratorio
impongan limitaciones.

Seleccion de las proporciones optimas suelo/solucién

La seleccién de proporciones apropiadas suelofsolucién para los estudios de sorciéon depende del coeficiente
de distribucién Ky y del grado relativo de adsorcion deseado. El cambio de concentracion de la sustancia en la
solucién determina la exactitud estadistica de la medida basada en la forma de la ecuacién de adsorcién y el
limite de la metodologia analitica, respecto a la deteccion de la concentracion de la sustancia quimica en la
solucién. Por lo tanto, en la prictica general es ttil partir de algunas proporciones fijadas, para las cuales el
porcentaje adsorbido sea de mds del 20 %, y preferiblemente > 50 % (62), mientras que debe tenerse cuidado
para mantener bastante alta la concentraciéon de sustancia problema en la fase acuosa a fin de poder medirla
con exactitud. Esto es particularmente importante en caso de altos porcentajes de adsorcion.

Un planteamiento conveniente de la seleccion de las proporciones adecuadas suelofagua se basa en una esti-
macion del valor de Ky por estudios preliminares o por técnicas aceptadas de estimacion (apéndice 3). La selec-
cién de una proporcién adecuada puede entonces basarse en la grifica de la proporcion suelo/solucién frente
a Kd con porcentajes fijos de adsorcion (figura 1). En esta grifica se asume que la ecuacién de adsorcion es
lineal (). La relacién aplicable se obtiene reordenando la ecuacion (4) de Kd en la forma de la ecuacion (1):

Vo my
—=(—-1] K 1
M) (mgds (eq) ) ‘ ( )

() C%eq) = Ky - C¥(eq)

q
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mads (eq)
o en su forma logaritmica suponiendo que R = mgi/Vo ¥ Aeg%/100 = —=——=:
mo

logR= -logKq + log[ (Acq%/100) } o
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Figura 1. Relacién entre las proporciones suelo/solucién y Ky con diversos porcentajes de adsorcién de la sus-
tancia problema

La figura 1 muestra las proporciones suelo/solucién necesarias en funciéon de Ky para diversos niveles de
adsorcién. Por ejemplo, con una proporcién suelofsolucién de 1:5 y un Ky de 20, habrd aproximadamente un
80 % de adsorcion. Para obtener una adsorcién del 50 % con el mismo Ky, debe utilizarse una proporcién de
1:25. Este planteamiento de la seleccion de las proporciones suelofsolucién adecuadas da al investigador la fle-
xibilidad suficiente para satisfacer sus necesidades experimentales.

Los casos que son mds dificiles de tratar son aquellos en que la sustancia quimica se adsorbe mucho o muy
poco. En los casos en que se dé adsorcién baja, se recomienda una proporcién suelo/solucion de 1:1, aunque
con algunos tipos de suelo muy orgdnico pueden ser necesarias proporciones mds pequeflas para obtener una
mezcla fluida. Debe tenerse cuidado con la metodologia analitica para medir pequefios cambios en la concen-
tracion de la solucion; si no, la medida de la adsorcion serd inexacta. Por otra parte, en caso de coeficientes de
distribucién Ky muy altos, puede llegarse hasta una proporcién suelofsolucién de 1:100 para dejar una canti-
dad significativa de sustancia quimica en la solucién. 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 Ky aplicando técnicas de estimacion basadas, por ejemplo, en los valores de P, (apéndice
3). Esto podria ser util especialmente para las sustancias quimicas poco adsorbidas/polares con P, < 20 y para
las sustancias lipofilicas/de alta sorcién con Py, > 10

REALIZACION DE LA PRUEBA
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 °C.

Las condiciones de la centrifugacion permitirdn eliminar de la solucién las particulas de mds de 0,2 pm. Este
valor corresponde a la particula mds pequefia que se considera particula sélida, y es el limite entre particulas
solidas y coloidales. En el apéndice 4 figuran orientaciones sobre como determinar las condiciones de la centri-
fugacién.

Si el equipo de centrifugaciéon no puede garantizar la eliminacién de las particulas de mds de 0,2 pum, puede
utilizarse una combinacién de centrifugacion y de filtracién con filtros de 0,2 pm. 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 filtracién ninguna pérdida de sustancia problema.
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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 mds adelante se dan orientaciones sobre la realizacién de tal prueba.

Seleccién de las proporciones dptimas suelo/solucion

Se utilizan dos tipos de suelo y tres proporciones suelofsolucion (seis experimentos). Un tipo de suelo tendrd
alto contenido de carbono orgénico y bajo contenido de arcilla; el otro, bajo contenido de carbono orgénico y
alto contenido de arcilla. Se sugieren las proporciones siguientes:

— 50 g de suelo y 50 cm? de solucién acuosa de la sustancia problema (proporcién 1:1),
— 10 g de suelo y 50 cm? de solucién acuosa de la sustancia problema (proporcién 1:5),

— 2 g desueloy 50 cm? de solucién acuosa de la sustancia problema (proporcién 1:25).

La cantidad minima de suelo con la cual puede llevarse a cabo el experimento depende de las instalaciones del
laboratorio y de las caracteristicas de los métodos analiticos 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 soluciéon de CaCl, 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 solucién de CaCl, y su posible adsorcion 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 cm® de solucién
de CaCl, 0,01 M (sin sustancia problema) se somete al mismo procedimiento de prueba, con el fin de servir
de contraste durante el andlisis 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 ndmero total de muestras que deben prepararse para el estudio puede calcularse en funcién de la metodolo-
gfa 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 agitdndolas con un volumen minimo de 45 cm3 de CaCl,
0,01 M durante una noche (12 horas) antes del dia del experimento. Después se afiade cierto volumen de la
solucién madre de sustancia problema para ajustar el volumen final a 50 cm’. Este volumen afiadido de la
solucién madre: a) no debe exceder del 10 % del volumen final de 50 cm? de la fase acuosa para cambiar lo
menos posible la naturaleza de la solucién de preequilibrado, y b) debe suponer preferiblemente una concen-
tracién inicial de la sustancia problema en contacto con el suelo (Cy)) por lo menos dos drdenes de magnitud
mds alta que el limite de deteccién del método analitico; este umbral garantiza la posibilidad de llevar a cabo
medidas exactas incluso en caso de adsorcion fuerte (> 90 %) y de determinar mds tarde las isotermas de
adsorcién. También se recomienda que, a ser posible, la concentracion inicial de sustancia (Cg) no supere la
mitad de su limite de solubilidad.

Se da mds abajo un ejemplo de cémo calcular la concentracién de la solucién madre (Cy). Se supone un limite
de deteccion de 0,01 pg cm™ y una adsorcién del 90 %; asi pues, la concentracién inicial de la sustancia pro-
blema en contacto con el suelo debe ser preferiblemente 1 pg cm™ (dos 6rdenes de magnitud mds alta que el
limite de deteccién). Suponiendo que se afiade el volumen recomendado méximo de la solucién madre (es
decir, 5 cm® a 45 cm? de solucién de equilibrado de CaCl, 0,01 M (= el 10 % de la solucién madre hasta un
volumen total de 50 cm? de fase acuosa), la concentracién de la solucién madre debe ser 10 pg ecm™, que es
tres 6rdenes de magnitud mds alta que el limite de deteccién del método analitico.

El pH de la fase acuosa debe medirse antes y después del contacto con el suelo, puesto que desempefia un
papel importante en todo el proceso de adsorcion, especialmente en caso de sustancias ionizables.

Se agita la mezcla hasta que se alcance el equilibrio de adsorcién. El tiempo de equilibrado de los suelos es
muy variable, dependiendo de la sustancia quimica y del suelo; generalmente es suficiente un periodo de 24
horas (77). En el estudio preliminar pueden recogerse muestras secuencialmente durante un periodo de 48
horas desde la mezcla (por ejemplo, a las 4, 8, 24, 48 horas). Sin embargo, los tiempos de anélisis deben con-
siderarse con flexibilidad para tener en cuenta el horario de trabajo del laboratorio.
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Hay dos opciones para el andlisis de la sustancia problema en la solucién acuosa: a) el método paralelo, y b) el
método en serie. Debe insistirse en que, aunque el método paralelo sea experimentalmente més pesado, el tra-
tamiento matemdtico de los resultados es mds simple (apéndice 5). Sin embargo, la eleccién de la metodologia
seguida corresponde al experimentador, que habrd de considerar las instalaciones y los recursos disponibles
del laboratorio.

a) Meétodo paralelo: se preparan tantas muestras con la misma proporcién de suelofsolucién como intervalos
de tiempo a que se desee estudiar la cinética de adsorcion. Después de la centrifugacién y, en su caso, fil-
tracion, la fase acuosa del primer tubo se recupera lo mds 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) Meétodo en serie: se prepara solamente una muestra por duplicado de cada proporcion suelo/solucion. A
los intervalos de tiempo definidos se centrifuga la mezcla para separar las fases. Se determina inmediata-
mente la sustancia problema en una pequefia alicuota de la fase acuosa; el experimento continda con la
mezcla original. Si se aplica la filtracion después de la centrifugacion, el laboratorio debe tener instalacio-
nes para realizar la filtracién de pequefias alicuotas acuosas. Se recomienda que el volumen total de las ali-
cuotas tomadas no exceda del 1 % del volumen total de la solucién, para no cambiar mucho la propor-
cién suelofsolucién ni disminuir la masa de soluto disponible para la adsorcién durante la prueba.

La adsorcién porcentual A, se calcula a cada tiempo (t;) en funcién de la concentracién inicial nominal y de la
concentracién medida a ese tiempo de muestreo (t), corregido para tener en cuenta el valor del blanco. Se
realizan las graficas de A, frente al tiempo (figura 1 del apéndice 5) para estimar la llegada a la meseta de
equilibrio (!). También se calcula el valor de Ky en el equilibrio. Tomando como base este valor de Ky, a partir
de la figura 1 se seleccionan proporciones adecuadas suelo/solucién, de modo que la adsorcién porcentual
alcance mds del 20 % y, preferiblemente, > 50 % (61). Todas las ecuaciones y principios de grdficas aplicables
figuran en el punto 2, de «Datos e informes», y en el apéndice 5.

Determinacidn del tiempo de equilibrado de adsorcion y de la cantidad de sustancia problema adsorbida en el equilibrio

Como ya se ha mencionado, las grificas de A, o ngs frente al tiempo permiten la estimacién del logro del
equilibrio de adsorcién y de la cantidad de sustancia problema adsorbida en el equilibrio. Las figuras 1 y 2 del
apéndice 5 muestran ejemplos de tales grificas. 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 complicacion por factores tales como la biodegradacion o la difusion lenta. La biodegradacién
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 especificos para buscar otros fenémenos
que pudieran darse; puede hacerse con modificaciones apropiadas de las condiciones del experimento (tempe-
ratura, tiempos de agitacion, proporciones suelofsolucién). Corresponde al experimentador decidir si contintia
con el procedimiento de prueba a pesar de que posiblemente no se llegue a lograr el equilibrio.

Adsorcién en la superficie del recipiente del ensayo y estabilidad de la sustancia problema

Analizando las muestras de control puede obtenerse informacion sobre la adsorcién de la sustancia problema
en la superficie de los recipientes del ensayo, asi como sobre su estabilidad. Si se observa una disminucién
superior al error tipico del método analitico, puede haber fendmenos de degradacion abidtica o adsorcién en
la superficie del recipiente del ensayo. Puede conseguirse distinguir entre estos dos fenémenos lavando a fondo
las paredes del recipiente con un volumen conocido de un solvente apropiado y determinando la sustancia
problema en la solucién de lavado. Si no se observa ninguna adsorcién en la superficie de los recipientes del
ensayo, la disminucion confirma la inestabilidad abidtica de la sustancia problema. Si se encuentra adsorcion,
es necesario cambiar el material de los recipientes del ensayo. Sin embargo, los datos sobre la adsorcion en la
superficie de los recipientes del ensayo obtenidos de este experimento no pueden extrapolarse directamente al
experimento con suelofsolucion. La presencia de suelo afecta a esta adsorcion.

Puede obtenerse informacién adicional sobre la estabilidad de la sustancia problema mediante la determinacion
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 afiadida 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 extraida. Para lle-
var a cabo una determinacion del balance de masa, debe haberse alcanzado el equilibrio de adsorcién en el
tiempo que dure el experimento.

El balance de masa se lleva a cabo en ambos suelos y con una proporcién suelofsolucién por suelo que dé
una disminucién por encima del 20 % (preferiblemente > 50 %) en el equilibrio. Cuando se termine el experi-
mento de seleccién de la proporcién con el andlisis de la dltima muestra de la fase acuosa después de 48
horas, las fases se separan por centrifugacion y, si se desea, filtracién. Se recupera lo mds posible de la fase
acuosa, y se aflade al suelo un solvente de extraccién conveniente (coeficiente de extraccién 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

(') También pueden utilizarse graficas de la concentracién de la sustancia problema en la fase acuosa (Cigs) 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 (ecuacién 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 podian atn conti-
nuar, teniendo en cuenta la inestabilidad de la sustancia problema; en este caso se recomienda analizar ambas
fases en el estudio principal.

Etapa 2: Cinética de adsorcién con una concentracion de la sustancia problema

Se utilizan cinco suelos, seleccionados a partir del cuadro 1. Es conveniente la inclusion 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 proporcion suelofsolucion, el peso de la muestra de suelo, el volumen de la fase
acuosa en contacto con el suelo y la concentracién de la sustancia problema en la solucién se seleccionan
basdndose en los resultados del estudio preliminar. Es mejor hacer el andlisis aproximadamente después de un
tiempo del contacto de 2, 4, 6, 8 (quizds también 10) y 24 horas; el tiempo de agitacion puede ampliarse a
un maximo de 48 horas en caso de que una sustancia requiera un tiempo mads largo de equilibrado segiin los
resultados de la seleccion de la proporcién. Sin embargo, los tiempos de andlisis pueden considerarse con flexi-
bilidad.

Se hace cada experimento (un suelo y una solucién) 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 solucién de CaCl, 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
solucién de CaCl, 0,01 M (sin suelo) como precaucién frente a fenémenos inesperados.

La adsorcién porcentual se calcula a cada tiempo A, o intervalo de tiempo A, (segin sea necesario) y se
representa graficamente frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de distribucién Ky en el equilibrio,
asi como el coeficiente de adsorcién normalizado para tener en cuenta el carbono orgédnico K,. (con sustan-
cias orgdnicas no polares).

Resultados de la prueba de cinética de adsorcién

El valor lineal de Ky es generalmente exacto para describir el comportamiento respecto a la sorcién en el suelo
(35) (78) y refleja la movilidad inherente de las sustancias quimicas en el suelo. Por ejemplo, en general, las
sustancias con K4 < 1 cm® g7! se consideran cualitativamente moviles. Del mismo modo, MacCall et al. (16)
han elaborado un sistema de clasificacién de la movilidad basado en valores de K, (16). Ademds, hay sistemas
de clasificacion de la lixiviacion basados en la relacion entre K, y DT-50 (1) (32) (79).

También, segtin estudios de andlisis de error (61), los valores de K inferiores a 0,3 cm® ¢! no pueden esti-
marse exactamente a partir de una disminucién de la concentracién en la fase acuosa, incluso cuando se aplica
la proporcién mds favorable suelo/solucion (desde el punto de vista de la exactitud), es decir, 1:1. En este caso
se recomienda el andlisis de ambas fases, suelo y solucion.

En cuanto a las observaciones mencionadas, se recomienda que el estudio del comportamiento de la adsorcién
de una sustancia quimica en el suelo y de su movilidad potencial continiie mediante la determinacion de las
isotermas de adsorcién de Freundlich para los sistemas de los cuales sea posible una determinacién exacta de
K4 con el protocolo experimental seguido en este método de ensayo. La determinacién exacta es posible si el
valor que resulta de multiplicar K4 por la proporcién suelofsolucién es >, cuando las medidas se basan en la
disminucién de la concentracién de la fase acuosa (método indirecto), o bien >, cuando se analizan ambas
fases (método directo) (61).

Etapa 3: Isotermas de adsorcion y cinética de desorciénfisotermas de desorcién

Isotermas de adsorcién

Se utilizan cinco concentraciones de sustancia problema que cubran preferiblemente dos érdenes de magnitud;
en la seleccion de estas concentraciones deben tenerse en cuenta la hidrosolubilidad y las concentraciones
acuosas resultantes en el equilibrio. Debe mantenerse la misma proporcién suelofsolucion por suelo a lo largo
del estudio. La prueba de adsorcién se lleva a cabo segiin lo descrito anteriormente, con la tnica diferencia de
que la fase acuosa se analiza solamente una vez, al tiempo necesario para alcanzar el equilibrio segin lo deter-

() DT-50: tiempo necesario para la degradacién del 50 % de la sustancia problema.
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minado antes en la etapa 2. Se determinan las concentraciones de equilibrio en la solucién y se calcula la can-
tidad adsorbida a partir de la disminucién de la sustancia problema en la solucién o con el método directo. La
masa adsorbida por unidad de masa del suelo se representa graficamente en funcién de la concentracién de la
sustancia problema en el equilibrio (véase el punto 2, «Datos e informes»).

Resultados del experimento de isotermas de adsorcién

Entre los modelos matematicos de adsorcion propuestos hasta ahora, el de las isotermas de Freundlich es el
utilizado mds frecuentemente para describir procesos de adsorcién. En las referencias (41) (45) (80) (81) (82)
se proporciona informacion mds detallada sobre la interpretacion e importancia de los modelos de adsorcién.

Nota: Debe indicarse que es posible comparar los valores de K; (coeficiente de adsorcién de Freundlich) de
diferentes sustancias solamente si estos valores de K se expresan en las mismas unidades (83).

Cinética de desorcion

El propdsito de este experimento es investigar si una sustancia quimica se adsorbe reversible o irreversible-
mente a un suelo. Esta informacién es importante, puesto que el proceso de desorcién también desempefia un
papel destacado en el comportamiento de las sustancias en el suelo de campo. Por otra parte, los datos de
desorcion son dtiles para la modelizacion por ordenador de la lixiviacion y la simulacién del arrastre de sus-
tancias disueltas. Si se desea hacer un estudio de desorcién, se recomienda que el estudio descrito a continua-
cién se lleve a cabo con cada sistema para el cual haya sido posible una determinacién exacta de Ky en el
experimento anterior de cinética de adsorcion.

Andlogamente al estudio de cinética de adsorcién, hay dos opciones para proceder con el experimento de
cinética de desorcion: a) el método paralelo, y b) el método en serie. La seleccion de la metodologia seguida
corresponde al experimentador, que tendrd en cuenta las instalaciones y los recursos del laboratorio.

a) Método paralelo: de cada suelo seleccionado para realizar el estudio de desorcién se preparan tantas mues-
tras con la misma proporcion suelo/solucién como intervalos de tiempo a que se desee estudiar la cinética
de desorcion. Es preferible utilizar los mismos intervalos de tiempo que en el experimento de cinética de
adsorcién; sin embargo, el tiempo total puede ampliarse segin sea necesario para que el sistema alcance
el equilibrio de desorcién. En cada experimento (un suelo, una solucién) se lleva a cabo una prueba en
blanco, con suelo y solucién de CaCl, 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
solucién de CaCl, 0,01 M (sin suelo) se somete al mismo procedimiento de prueba. Todas las mezclas del
suelo con la solucién se agitan hasta que se alcance el equilibrio de adsorcién (segtin lo determinado antes
en la etapa 2). Entonces, las fases se separan por centrifugacion y las fases acuosas se retiran en la mayor
proporcién posible. El volumen de solucién retirado se sustituye con un volumen igual de CaCl, 0,01 M
sin sustancia problema y las nuevas mezclas se agitan otra vez. La fase acuosa del primer tubo se recupera
lo mds 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 desorcién.

b) Método en serie: después del experimento de cinética de adsorcidn, se centrifuga la mezcla y se retira lo
mds posible la fase acuosa. El volumen de solucion retirado se sustituye con un volumen igual de CaCl,
0,01 M sin sustancia problema. La nueva mezcla se agita hasta que se alcance el equilibrio de desorcion.
Durante este periodo, a intervalos de tiempo definidos, se centrifuga la mezcla para separar las fases. En
una pequefia alicuota de la fase acuosa se determina inmediatamente la sustancia problema; el experi-
mento continda después con la mezcla original. El volumen de cada alicuota debe ser menos del 1 % del
volumen total. Se afiade a la mezcla la misma cantidad de soluciéon de CaCl, 0,01 M para mantener la
proporcion suelofsolucién, y continta la agitacion hasta el intervalo siguiente.

La desorcién porcentual se calcula a cada tiempo (D,) o intervalo de tiempo (Dy,) (segin las necesidades del
estudio) y se representa frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de desorcion Ky 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 desorcién

Las graficas comunes de la desorcién D, y la adsorcion A, porcentuales frente al tiempo permiten valorar la
reversibilidad del proceso de adsorcién. Si el equilibrio de desorcién se logra incluso dentro del doble del
tiempo de equilibrio de adsorcidn, y la desorcién total es de mas del 75 % de la cantidad adsorbida, se consi-
dera que la adsorcion es reversible.



L 225/212

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

1.9.4.3.

2.1.

Isotermas de desorcion

Las isotermas de desorcion de Freundlich se determinan con los suelos utilizados en el experimento de las iso-
termas de adsorcion. La prueba de desorcién se lleva a cabo segtin lo descrito en el punto 1.9.2.5.2, «Cinética
de desorcién», con la tnica diferencia de que la fase acuosa se analiza solamente una vez, en el equilibrio de
desorcion. Se calcula la cantidad de sustancia problema desorbida. El contenido de sustancia problema que
permanece adsorbida al suelo en el equilibrio de desorcién se representa en funcién de la concentracién de
equilibrio de la sustancia problema en la solucién (véase a continuacién «Datos e informes» y el apéndice 5).

DATOS E INFORMES

Los datos analiticos se presentan en forma de cuadro (véase el apéndice 6). Se dan las medidas y las medias
calculadas. Se proporcionan las representaciones graficas de las isotermas de adsorcién. Se hacen los célculos
segtin lo descrito mds adelante.

Para la prueba, se considera que el peso de 1 cm?® de solucién acuosa es 1 g. La proporcién suelofsolucion
puede expresarse en unidades de peso/peso o de peso/volumen con la misma cifra.

ADSORCION

La adsorcién (A,) se define como el porcentaje de sustancia adsorbida en el suelo en relacién 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, A, se calcula a cada tiempo t;, segiin la ecuacion:

mi(t;) - 100

A, = e (%) (3)
donde:
A, = adsorcion porcentual al tiempo t; (%),
mi(t) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo t; (ug),
m, = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la prueba (ug).

En el apéndice 5 figura informacion detallada sobre el calculo de la adsorcién porcentual A, con los métodos
paralelo y en serie.

El coeficiente de distribucién Ky es la proporcién entre el contenido de sustancia en la fase eddfica y la concen-
tracién en masa de la sustancia en la solucién acuosa, en las condiciones de prueba, cuando se alcanza el equi-
librio de adsorcion:

(e m®(eq) V, -
Ky = st( q) - st( q)io(cmS g 1) (4)
Caq (eq) maq (eq) Mo

donde:
(2eq) = contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorcién (ug g™'),
Cads(g, = concentracién en masa de la sustancia en la fase acuosa en el equilibrio de adsorcion cm™3;
aq (€q q Hg
esta concentracion se determina analiticamente teniendo en cuenta los valores obtenidos en las
pruebas en blanco,
m*¥(eq) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorcién X
C) q Hg
mid(eq) = masa de la sustancia en la solucién en el equilibrio de adsorcién (ug),

My = cantidad de la fase edifica, expresada en masa seca de suelo (g),

v, = volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el suelo (cm?).
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La relacién entre A, y Ky se da en la ecuacién siguiente:

Ae Vo -
K q 3 -1 5
o o0 e ) )
donde:
Agg = adsorcion porcentual en el equilibrio de adsorcion (%).

El coeficiente de adsorcién normalizado para tener en cuenta el carbono orgdnico K, relaciona el coeficiente
de distribucién Ky con el contenido de carbono orgdnico de la muestra de suelo:

100
Koc =Ky o— (cm’ g7! 6
o g fem’ g ™) (6)
donde:
[ = i Ani -1
% oc = porcentaje de carbono orgdnico en la muestra de suelo (g g7).

El coeficiente K, representa un solo valor que caracteriza el reparto principalmente de las sustancias orgdnicas
no polares entre el carbono orgénico del suelo o sedimento y el agua. La adsorcién de estas sustancias estd
correlacionada con el contenido orgdnico del sélido de sorcion (7); asi pues, los valores de K, dependen de
las caracteristicas especificas de las fracciones hiimicas que difieren considerablemente en su capacidad de sor-
cién, debido a diferencias de origen, génesis, etc.

Isotermas de adsorcion

La ecuacién de las isotermas de adsorcién de Freundlich relaciona la cantidad de sustancia problema adsorbida
con la concentracién de sustancia problema en la solucién en el equilibrio (ecuacién 8).

Los datos se tratan como en el punto 2.1, «Adsorcién», y, de cada tubo de ensayo, se calcula el contenido de
sustancia problema adsorbida en el suelo después de la prueba de adsorcién [C3%(eq), en otras partes expre-
sado como x/m]. Se acepta que se ha logrado el equilibrio y que C2%(eq) representa el valor de equilibrio:

m*(eq) _ [Co - Cit(eq)] - Vo

C%(eq) = -1 7
) (q) Moil Moil & ) ( )
La ecuacion de adsorcién de Freundlich es la siguiente (8):
Ci®(eq) = Ki* - Ciov(eq)'/" (ug ™) (8)

o, en forma lineal:

logC*% (eq) = logKi® + 1 /n - logCads(eq) (9)
donde:
KFadS = coeficiente de adsorcién de Freundlich; su dimensién es cm? gfr solo 51 1/n = 1; en los demds

casos, se introduce la pendiente 1/n en la dimensién de K% (ug!™'/" 1/” g

n = constante de regresién; 1/n generalmente oscila entre 0,7 y 1,0, indicando que los datos de sor-

ci6én suelen ser ligeramente no lineales.

Se representan graficamente las ecuaciones (8) y (9) y se calculan los valores de K% y 1/n por analisis de
Y g y Oy y p

regresion utilizando la ecuacién 9. También se calcula el coeficiente de correlacion r? de la ecuacion logarit-
mica. En la figura 2 se da un ejemplo de tales representaciones:

C aso 108C 5541

CAW

Figura 2. Representacion de la adsorcion de Freundlich, normal y linealizada
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2.1.2.

2.2.

Balance de masa

El balance de masa (MB) se define como el porcentaje de sustancia que puede recuperarse analiticamente des-
pués de una prueba de adsorcién respecto a la cantidad nominal de sustancia presente al principio de la
prueba.

El tratamiento de los datos serd 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, «Desorcién» puede aplicarse
para determinar la cantidad de sustancia recuperada por la extraccion con el solvente. Si el solvente es menos
miscible con agua, hay que hacer la determinacién de la cantidad recuperada.

El balance de masa MB de la adsorcién se calcula del siguiente modo; se supone que el término mg corres-
ponde a la suma de las masas de la sustancia problema extraidas del suelo y de la superficie del recipiente del
ensayo con un solvente orgénico:

(Vree - C35%(eq) + mg) - 100

MB = % 10
e % (10)
donde:
MB = balance de masa (%)
mg = asa total de la sustancia problema extraida del suelo y de las paredes del recipiente del ensayo en
dos fases (pg),
(& = concentracién inicial en masa de la solucién problema en contacto con el suelo (ug cm™),
Viee = volumen de sobrenadante recuperado después del equilibrio de adsorcién (cm™).
DESORCION

La desorcion (D) se define como el porcentaje de sustancia problema que se desorbe, en relacién con la canti-
dad de sustancia adsorbida previamente, en las condiciones de prueba:

des
m t
D, = %() =100 (%) (11)
mi® (eq)
donde:
D, = desorcién porcentual a un tiempo t; (%),
md(t) = masa de la sustancia problema desorbida del suelo a un tiempo t; (ug),

mdS(eq) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorcién (ug).

En el apéndice 5 figura informacién detallada sobre cémo calcular la desorcién porcentual D, con los métodos
paralelo y en serie.

El coeficiente de desorcién aparente (Kq.) es, en las condiciones de prueba, la proporcién entre el contenido
de sustancia que permanece en la fase edifica y la concentracién en masa de la sustancia desorbida en la solu-
cién acuosa, cuando se alcanza el equilibrio de desorcion:

- mi®* (eq) - mi(eq) vy (o’ g) )
dog = ————— 0
: mgés (Cq) Mol
donde:
Kies = coeficiente de desorcién (cm?® g71),
des

mgg*eq) = masa total de la sustancia problema desorbida del suelo en el equilibrio de desorcion (ug),

Vo volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante la prueba de cinética de desor-

cién (cm?).

En el apéndice 5, en el seccion «Desorciony, figuran directrices para calcular mi®(eq).
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Observacién

Si la prueba de adsorcién precedente se ha llevado a cabo con el método paralelo, se considera que el volumen
V7 de la ecuacidn 12 es igual a V.

Isotermas de desorciéon

La ecuacién de isotermas de desorcién de Freundlich relaciona el contenido de la sustancia problema que per-
manece adsorbida en el suelo con la concentracién de la sustancia problema en la solucién en el equilibrio de
desorcion (ecuacion 16).

Para cada tubo de prueba, el contenido de sustancia que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de
desorcion se calcula del modo siguiente:

it (eq) - mdS(eq)
C%(eq) = ——— ——(ugg") (13)
Mol
mfgs(eq) se define como:
(& es VO
i (eq) = miy*(eq) - o — mi (1g) (14)
donde:
Cdseq) = contenido de la sustancia problema que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de desor-
cién (ug g™,
md®(eq) = masa de la sustancia determinada analfticamente en la fase acuosa en el equilibrio de desorcién
(ng),
miy = masa de la sustancia problema que queda en solucidn después de alcanzado el equilibrio de adsor-
cién debido a la sustitucién incompleta del volumen (pg),
mfgs(eq) = masa de la sustancia en la solucion en el equilibrio de adsorcién (pg);
Vo - Vg
md, = miSeq) - (Y2 ) 15
A = volumen de solucién tomada del tubo para la medida de la sustancia problema, en el equilibrio
de desorcién (cm?),
Vi = volumen del sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el equilibrio de adsorcién y susti-

tuido por el mismo volumen de solucién de CaCl, 0,01 M (cm?).

A continuacién se muestra la ecuacién de desorcién de Freundlich:

Ci(eq) =Ki® - C5(ea) (g g7 (16)
o, en forma lineal:
IogC¥=(cq) = logk!™ + 1/n - 1ogC¥*(cq) (17)
donde:
Kdes = coeficiente de desorcién de Freundlich,
n = constante de regresion,
Cs(eq) = concentracion en masa en la sustancia en la fase acuosa en el equilibrio de desorcién (g cm™).

Las ecuaciones 16 y 17 pueden representarse graficamente y el valor de K¢ y el de 1/n se calculan por anili-
sis de regresion utilizando la ecuacién 17.

Observacién

Si el exponente 1/n de adsorcion o desorcién de Freundlich es igual a 1, la constante de enlace de adsorcién o
desorcién de Freundlich (K@% y Kg2) serd respectivamente igual a la constante de equilibrio de adsorcién o
desorcion (Ky y Kgeo), ¥ las gréficas de C, frenta a C,q serdn lineales. Si los exponentes no son iguales a 1, las
gréficas de C; frente a C,q no serdn lineales y las constantes de adsorci6n y desorcién variardn 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 informacién siguiente:

identificacién completa de las muestras de suelo utilizadas, incluyendo:
— referencia geogréfica del sitio (latitud, longitud),

— fecha del muestreo,

— tipo de uso (por ejemplo, suelo agricola, bosque, etc.),

— profundidad del muestreo,

— contenido de arena/limo/arcilla,

— valores de pH (en CaCl, 0,01 M),

— contenido de carbono orgénico,

— contenido de materia orgdnica,

— contenido de nitrdgeno,

— proporcién C|N,

— capacidad de intercambio catidnico (mmol/kg),

— toda la informacién relativa a la recogida y conservacion de las muestras de suelo,

— en su caso, toda informacién pertinente para la interpretaciéon de la adsorcién/desorcién de la sustan-
cia problema,

— referencia de los métodos utilizados para la determinacién de cada pardmetro;
informacién sobre la sustancia problema segiin el caso;

temperatura de los experimentos;

condiciones de centrifugacion;

procedimiento analitico utilizado para analizar la sustancia problema;

justificacién del uso eventual de agentes de solubilizacién para la preparacién de la solucién madre de la
sustancia problema;

explicacion de las correcciones hechas en los célculos, en su caso;
datos segtin las fichas (apéndice 6) y representaciones gréficas;

toda la informacién y observaciones ftiles para la interpretacion de los resultados de la prueba.
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APENDICE 1

ESQUEMA

DE LA PRUEBA

Elaboracién de un método analitico adecuado

Requisito previo

{,

¢Disponible?

—®

Estudio preliminar

{

2 suelos

[

@ 4} No sigue la prueba

-

€

v

v

Seleccién de las proporcio-
nes suelo/solucién éptimas

Determinacién del
tiempo de equilibrio

Comprobracion de la adsor-
cién en la superficie del reci
piente

Comprobacién de la estabilidad
por medio del balance de masa
parental

Etapa 1

‘,

¢Se alcanza una meseta de

equilibrio?

v

Si el balance de masa < 90 %, la sustancia

]~
/

Etapa 2

4

Etapa 3

Cinética de adsorciéon

Kd* (my;/V,) > 0,3 (método indirecto: medida de la disminucién en la solucién)
Kd* (my,;/V,) > 0,1 (método directo: medida en ambas fases)

F

5 suelos

problema es inestable en la escala de tiempo de la
prueba. Esta puede continuar analizdndose ambas
fases (suelo y solucion acuosa)

Si:

-

segtin corresponda

L

Isotermas de adsorcion

Cinética de desorcién

v

Isotermas de desorcion
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APENDICE 2
INFLUENCIA DE LA EXACTITUD DEL METODO ANALITICO Y DEL CAMBIO DE CONCENTRACION
SOBRE LA EXACTITUD DE LOS RESULTADOS DE LA ADSORCION
A partir del cuadro siguiente (84), se ve que, cuando la diferencia entre la masa inicial (my = 110 pg) y la masa en el
equilibrio [mﬁ;‘i%S (eq) = 100 pg] de la sustancia problema en la solucién es muy pequefia, un error del 5 % en la medida
de la concentracion en el equilibrio origina un error del 50 % en el cdlculo de la masa de la sustancia adsorbida en el
suelo [m2% (eq)] y del 52,4 % en el clculo de K.
Cantidad de suelo my; =10¢g
Volumen de solucién V, =100 cm?
mads (eq) (Cads (eq) R (mads (eq)* Cads (eq)* R¥ K* R¥
aq aq s sV d
(ng) (g cm™) (ng) g g™)
PARAA=9%
° ME 100 1,000 Valor verd. 10 1,00 Valor verd. 1
)
o0
;’g 101 1,010 1% 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %
- o
e 105 1,050 5% 5 0,50 50 % 0,476 52,4 %
ol
B 109 1,090 9% 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %
U
PARA A=55%
° MLE) 50,0 0,500 Valor verd. 60,0 6,00 Valor verd. 12,00
&0 75h
2—;‘ 50,5 0,505 1% 59,5 5,95 0,8 % 11,78 1,8 %
=
[[j—" 52,5 0,525 5% 57,5 5,75 4,0 % 10,95 8,8%
EO I
J 55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3 % 10,00 16,7 %
PARA A =99 %
o § 1,100 0,011 Valor verd. 108,9 10,89 Valor verd. 990
o
=2
S S 1,111 0,01111 1% 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0 %
”o:: 1,155 0,01155 5% 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8 %
g o
o 1,21 0,0121 10 % 108,790 10,8790 0,10 % 899 92%
donde:
Co - C:(eq)] Vo m(eq) V,
*qads - _ ads Cads - [ aq Ky = s q 0
m (eq) myp maq (eq)7 s (eq) Meoil d mggs(eq) Mgyl
m® (eq) = masa de la sustancia problema en la fase eddfica en el equilibrio (ug),
m‘ﬁf (eq) = masa de la sustancia problema en la fase acuosa en el equilibrio (ug),
(2 (eq) = contenido de la sustancia problema en la fase eddfica en el equilibrio (ug g7),
(% (eq) = concentracion en masa de la sustancia problema en la fase acuosa en el equilibrio (ug cm™),

ads

= error analitico en la determinacion de mig’ (eq),

error calculado debido al error analitico R.
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APENDICE 3

TECNICAS DE ESTIMACION DE K,

Las técnicas de estimacién permiten dar un valor de Ky a partir de correlaciones observadas con, por ejemplo, valo-
res de P, (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 aplicacién de HPLC en fase inversa (74) (75) (76). Como se muestra
en los cuadros 1y 2, a partir de estas ecuaciones se calcula K . o K., y después, indirectamente, se obtiene Ky con
las ecuaciones:

100 _ K 100
Koc =Ky - 5— (em’ g™") Kom = —t

_ . 3 -1
%oc “T724 %oc ™ &)

Estas correlaciones se basan en dos suposiciones: 1) la materia orgdnica del suelo es el factor que mds influye en la
adsorcién 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 s6lo lo son de forma limitada), y 2) no son aplicables
a los casos en que el contenido de materia orgdnica del suelo es muy pequefio (12). Por otra parte, aunque se han
encontrado correlaciones satisfactorias entre P, y adsorcion (19), no puede decirse lo mismo de la relacién entre
hidrosolubilidad y grado de adsorcién (19) (21); en este sentido, los estudios son muy contradictorios.

En los cuadros 1 y 2 se dan ejemplos de correlaciones del coeficiente de adsorciéon con el coeficiente de reparto
octanol-agua y con la hidrosolubilidad, respectivamente.

Cuadro 1. Ejemplos de correlaciones entre el coeficiente de distribucion de la adsorcion y el coeficiente de reparto
octanol-agua; pueden verse mds ejemplos en (12) (68)

Sustancias Correlaciones Autores

Ureas sustituidas
Aromaticas cloradas
Diversos plaguicidas

Hidrocarburos aromadticos

log Ky = 0,69 + 0,52 log P,
log K, = =0,779 + 0,904 log P,
log Ko = 4,4 + 0,72 log P,

log K. = =2,53 + 1,15 log P,

Briggs (1981) (39)
Chiou et al. (1983) (65)
Gerstl y Mingelgrin (1984) (66)

Vowles y Mantoura (1987) (67)

Cuadro 2. Ejemplos de correlaciones entre el coeficiente de distribucion de la adsorcién y la hidrosolubilidad; pue-
den verse més ejemplos en (68) (69)

Sustancias

Correlaciones

Autores

Diversos plaguicidas

Sustancias cloradas aromati-
cas, alifaticas

a-naftol

Sustancias arométicas alifati-
cas, ciclicas

Diversos compuestos

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

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

log Ko. = 4,273 - 0,686 log S,,

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

log Ko = 2,75 - 0,45 log S,

Gerstl y Mingelgrin (1984) (66)

Chiou et al. (1979) (70)

Hasset et al. (1981) (71)

Karickhoff (1981) (72)

Moreale van Blade (1982) (73)
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APENDICE 4

CALCULOS PARA DEFINIR LAS CONDICIONES DE LA CENTRIFUGACION

El tiempo de centrifugacion viene dado por la siguiente férmula, suponiendo particulas esféricas:

-2 {4] In(Ro/g,) M

wzrpz (ps - Paq)

Con fines de simplificacion, todos los pardmetros se dan en unidades ajenas al SI (g, cm),
donde:
o = velocidad de giro (=2 n rpm/60) (rad s71),

rpm = revoluciones por minuto,

n = viscosidad de la solucién (g s”! cm™),

r, = radio de las particulas (cm),

ps = densidad del suelo (g cm™),

paq = densidad de la solucién (g cm™),

R, = ((iistz;mcia desde el centro del rotor de centrifugacion hasta el nivel de la solucién en el tubo de centrifuga
cm),

R, = distancia desde el centro del rotor de centrifugacién hasta el fondo del tubo de centrifuga (cm),

Ry-R; = longitud de la mezcla suelo/solucion en el tubo de centrifuga (cm).
En la préctica general, se utiliza un tiempo doble del calculado para conseguir una separacién completa.

La ecuacién (1) puede simplificarse mds si consideramos que la viscosidad () y la densidad (p,q) de la solucién son
iguales a la viscosidad y la densidad del agua a 25 °C; por tanto, n = 8,95 x 107 g s™" ecm™ and p,q = 1,0 g, cm™.

Entonces, el tiempo de centrifugacion se obtiene con la ecuacién 2):

3,7 1 Rb

b= — 5 o
(rpm)” - rp?(ps = 1) Rt

En la ecuacién 2 se ve que hay dos pardmetros importantes para definir las condiciones de la centrifugacion, es
decir, el tiempo () y la velocidad (rpm) necesarios para conseguir la separacién de las particulas de un tamaiio
determinado (en nuestro caso, de 0,1 pm de radio): 1) la densidad del suelo, y 2) la altura de la mezcla en el tubo
de centrifuga (R,-R), es decir, la distancia que recorre una particula de suelo desde el nivel superior de la solucién
hasta el fondo del tubo; evidentemente, con un volumen determinado, la altura de la mezcla en el tubo dependerd

del cuadrado del radio del tubo.

La figura 1 presenta las variaciones del tiempo de centrifugacién () frente a la velocidad de centrifugacion (rpm)
con diferentes densidades de suelo (p,) (figura 1a) y diferentes alturas de la mezcla en los tubos de centrifuga (figura
2a). En la fig.1a queda de manifiesto la influencia de la densidad del suelo; por ejemplo, con una centrifugacién clé-
sica de 3 000 rpm el tiempo de centrifugacion es de aproximadamente 240 minutos para una densidad de suelo de
1,2 g cm™, mientras que es de s6lo 50 minutos para 2,0 g¢ cm™. Andlogamente, segiin la figura 1b, con una centri-
fugacién clésica de 3 000 rpm el tiempo de centrifugacién es de aproximadamente 50 minutos para una altura de
la mezcla de 10 cm y de sélo 7 minutos para una altura de 1 cm. No obstante, es importante encontrar la relacion
Optima entre la centrifugacion que requiera la menor altura posible y una manipulacién ficil para el experimenta-
dor al separar las fases tras la centrifugacion.
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Por otra parte, al definir las condiciones experimentales para la separacién de las fases suelo | solucién, es impor-
tante considerar la posible existencia de una tercera «pseudofase», los coloides. Estas particulas, de tamafio inferior a
0,2 pm, pueden afectar considerablemente a todo el mecanismo de la adsorcién de una sustancia en una suspensién
de suelo. Cuando se realiza la centrifugacion seglin se describe anteriormente, los coloides se quedan en la fase
acuosa y se someten a andlisis junto con la fase acuosa, con lo que se pierde la informacién sobre su influencia.

Si el laboratorio donde se realiza la prueba tiene equipos de ultracentrifugacion o ultrafiltracién, es posible estudiar
con mayor profundidad la adsorcion/desorcién de una sustancia en el suelo, con informacién sobre la adsorcién de
la sustancia en los coloides. En este caso, para separar las tres fases (suelo, coloides, solucién) debe realizarse una
ultracentrifugaciéon a 60 000 rpm/minuto o una ultrafiltracién 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 centrifugacion (t) frente a la velocidad de centrifugacién (rpm) con diferentes

densidades de suelo (p,).

R; =10 cm; Ry-R; = 10 cm; 1y = 8,95 x 1073 g s em™ and Paq = 1,0 g’(:m’3 at 25 °C
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Figura 1b. Variaciones del tiempo de centrifugacion (t) frente a la velocidad de centrifugacién (rpm) con diferentes
alturas de la mezcla en el tubo de centrifuga (Ry-R) = L; R, = 10 cm; n = 8,95 x 102 g s”! cm™; Pag =

1,0gecm>a25°Cyp,=20gcm™>
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APENDICE 5
CALCULO DE LA ADSORCION A (%) Y DE LA DESORCION D (%)
El esquema temporal del procedimiento es el siguiente:
Aty At, At At,
t0 t1 t2 tnfl tnfl tn Tiempo t
A efectos de los célculos, se supone que la sustancia problema es estable y no se adsorbe de forma importante a las
paredes del recipiente.
ADSORCION A (A %)
a)  Método paralelo
La adsorcion porcentual se calcula con cada tubo de ensayo (i) a cada tiempo (t;), segtin la ecuacién:
45(1;) - 100
A, = ) 100 (1) )

mg

Los términos de esta ecuacién pueden calcularse de la forma siguiente:

mp = Co - Vo (ng) (2)
m{® (1) = mo - Ci*(6) - Vo (pg) (3)
donde:
A, = adsorcién porcentual (%) al tiempo t;,
mi(t) = masa de la sustancia problema en el suelo al tiempo t; en que se realiza el andlisis (ug),
my = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al inicio de la prueba (ug),
Co = concentracion inicial en masa de la solucién problema en contacto con el suelo (ug cm™),
ngs(ti) = concentracién en masa de la sustancia en la fase acuosa al tiempo t; en que se realiza el andlisis (ug
cm™3); esta concentracién se determina analiticamente teniendo en cuenta los valores obtenidos en la
prueba en blanco,
Vo = volumen inicial de la solucién problema en contacto con el suelo (cm?).

Los valores de la adsorcién porcentual A, o Ci%(t) se representan graficamente frente al tiempo y se determina el
tiempo al que se alcanza el equilibrio de sorcién. En las figuras 1y 2 se recogen ejemplos de tales graficas.

(1) Ecuacién aplicable a los métodos tanto directo como indirecto. Las demds ecuaciones son aplicables sélo al método indirecto.
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Las siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorcién se sigue con mediciones de la sustan-
cia problema en pequefias alicuotas 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 At; = t;- t,

v
mi%(Aty) = mp - mi®(ty) - (V—§>

a

— para el segundo intervalo de tiempo At, = t, - t;

\ Vo - v2
m (o) = mib() - (31 - miie) - (V0

(4)

)



L 225/228

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

— para el tercer intervalo de tiempo At; = t; — t,

Vo - vA
i) = m () (o) -t
a

— para el enésimo intervalo de tiempo At, = t, - t,;

m

m% (Aty) = m*(t, 1) - (M) - m5(t,) - ((VO‘(—

A
Va

— El porcentaje de adsorcién a cada intervalo de tiempo, A, se calcula con la ecuacién siguiente:

ads
At
A, = L(‘) -100 (%)
my

mientras que el porcentaje de adsorcion (A,) al tiempo t; viene dado por la ecuacion:

Ay

> m®()
A = j=Aty

i

- 100 (%
- %)

9

Los valores de la adsorcion A, o Ay, (seglin las necesidades del estudio) se representan graficamente frente al

tiempo y se determina el tiempo al que se alcanza el equilibrio de sorci6n.

— Al tiempo de equilibrado t.g:

— la masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo es:

n
d d 1
mi®(eq) = Y mi®(an) (10) ©)
A =1
— la masa de la sustancia problema en la solucién es:
n
d: d 1
mig(eq) =mg - Y mi®(At) (1) 0)
At=1
— y la adsorcién porcentual en el equilibrio es:
ds
m ™ (eq)
A = 100 (%) (12) ()
0
Los pardmetros usados en estas ecuaciones se definen de la forma siguiente:
miS(At), miS(At,), ..., ma(At)) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo durante los intervalos de tiempo
Aty, At,, ..., At, respectivamente (pg),
mad(t,), made,), ..., mids(,) = masa de la sustancia medida en una alicuota v# alos tiempos ty, t,, ..., t, res-
pectivamente (pg),
mi%S(eq) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorcién (ug),
mggs(eq) = masa de la sustancia en la solucién en el equilibrio de adsorcién (ng),
vA = volumen de la alicuota donde se mide la sustancia problema (cm?),
Ay, = adsorcién porcentual correspondiente al intervalo de tiempo At; (%),
A = adsorcién porcentual en el equilibrio de adsorcién (%).

(") Ecuaciones aplicables a los métodos tanto directo como indirecto. Las demds ecuaciones son aplicables sélo al método indirecto.



21.8.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 225/229

DESORCION D (%)

El tiempo t, al que se inicia el experimento de cinética de desorcion se considera que es el momento en que el volumen
recuperado médximo de la solucién de sustancia problema (después de alcanzarse el equilibrio de adsorcién) es sustituido
por un volumen igual de soluciéon de CaCl, 0,01 M.

a)

Método paralelo

A un tiempo t;, la masa de la sustancia problema se mide en la fase acuosa tomada del tubo i (Vi), y la masa desor-
bida se calcula con arreglo a la ecuacién siguiente:

Vo
mi () = e 0) - (20) - 13)

r

por lo que mads(t) = mggs(eq).

En el equilibrio de desorcion t; = t 5

eq’

La masa de la sustancia problema desorbida durante un intervalo de tiempo (At;) se da en la ecuacién:

i-1
mie*(At) = mig (1) - 21: mge (j) (14)
p=

La desorcion porcentual se calcula:

— aun tiempo t; a partir de la ecuacion:
mdes ( ti)

D, = —2" .100 (% 15
i mgds(eq) (0) ( )

— y durante un intervalo de tiempo (At) a partir de la ecuaci6n:

mg&s (Ati)

D, = ifiieg) 100 (%) (16)
donde:
D, = desorcién porcentual al tiempo t; (%),
Dy, = desorcion porcentual correspondiente al intervalo de tiempo At; (%),
mfff(ti) = masa de la sustancia problema desorbida al tiempo t; (pg),
mis(Ar) = masa de la sustancia problema desorbida durante el intervalo de tiempo At; (ug),
mis() = masa de la sustancia problema medida analiticamente al tiempo t; en un volumen de solucién V,},
que se toma para el andlisis (ug),
miy = masa de la sustancia problema que queda en solucién una vez alcanzado el equilibrio de adsor-
cién debido a la sustitucién incompleta del volumen (pg).
my, = mi$* (eq) - (VOV;OVR) (17)
midi(eq) = masa de la sustancia problema en la solucién en el equilibrio de adsorcién (ug),
Vi = volumen de sobrenadante retirado del tubo después de que se haya alcanzado el equilibrio de
adsorcion y sustituido por el mismo volumen de una solucién de CaCl, 0,01 M (cm?),
Vi = volumen de solucién tomado del tubo (i) para la medida de la sustancia problema, en el experi-

mento de cinética de desorcién (cm?).
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Los valores de desorcion D, o Dy, (segtin las necesidades del estudio) se representan frente al tiempo y se determina
el tiempo al que se alcanza el equilibrio de desorcién.

Método en serie

Las siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorcién presentado se ha seguido con medi-
ciones de la sustancia problema en pequefias alicuotas (v2) de la fase acuosa (método en serie en el punto 1.9, Re-
alizacién de la prueba»). Se supone que: a) el volumen de sobrenadante retirado del tubo tras el experimento de
cinética de adsorcién se ha sustituido con el mismo volumen de solucién de CaCl, 0,01 M (Vg) y b) el volumen
total de fase acuosa en contacto con el suelo (V) durante el experimento de cinética de desorcién se mantiene
constante y viene dado por la ecuacion:

Vr=Vo - 3vAG) (1)
i=1

Al tiempo t;:

— La masa de la sustancia problema se mide en una pequefia alicuota (vP) y la masa desorbida se calcula con
arreglo a la ecuaci6n siguiente:

o) =mio() - (33) -ty - (L) (19)

des
aq

des

— Al equilibrio de desorcién t; = tg, por lo que mge'(t) = mg*(eq),

eq’
— La desorcién porcentual D, se calcula a partir de la ecuacion siguiente:
mdes t')

D, = —3 100 (% 20
4 mgds(eq) ( ) ( )

Al intervalo de tiempo (At;):

Durante cada intervalo de tiempo, la cantidad de sustancia desorbida se calcula de la forma siguiente:

— para el primer intervalo de tiempo At; = t;-t,

mip(an) = mfe(e) - (35) -,y () = men) - mi(an) @

a

— para el segundo intervalo de tiempo At, = t,~t;

V. (w — VD) (VT — VD)
des _ des TY _ _ _des T a _ A a
Mg (Atz) =mp, (t2) ' (VD) Myq (Atl) ! (7 VT) Myq (7 Vo y

a

m (1) = mi®(eq) ~ [ml(At) + mé*(Aty)| (22)

— para el enésimo intervalo de tiempo At, = t;-t,;

s (o) = {miﬂtn) (35) -y (Do) 7 (enzdo) m:‘?(mi))]

n

y () = m(eq) = Y mé(a) (23)

i=1, n#1
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Finalmente, la desorcion porcentual a cada intervalo de tiempo, Dy, se calcula con la ecuacién siguiente:

des )
- % . 0
Dy, = e (eg) 100 (%) (24)

mientras que la desorcion porcentual Dy, al tiempo t; viene dada por la ecuacién:

At

§ des /:

= maq (J) mdes( i)

D, = — -100 = 2 -100 (9 2
e T w10 )

definiéndose los pardmetros utilizados de la forma siguiente::

méS(At;), mdS(Aty), ..., mdS(At,) = masa de la sustancia que permanece adsorbida en el suelo tras los intervalos de
tiempo Aty, At,, ..., At, respectivamente (ug),

misS(Aty), miS(AL), .., me(At,)

I masa de la sustancia problema desorbida durante los intervalos de tiempo At;,

Aty ..., At, respectivamente (ug),

mdes(t,), mdes(e,), ... mdss(e,) = masa de la sustancia medida en una alicuota v? a los tiempos t, t,, ..., t,, Tes-
pectivamente (ug),

Vr = volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante el experi-
mento de cinética de desorcién realizado con el método en serie (cm?),

miy = masa de la sustancia problema que queda en solucién una vez alcanzado el
equilibrio de adsorcién debido a la sustitucién incompleta del volumen (ng):
n
(Vo= >v20) - va
i-1
my, = — - mig(eq) (26)
(Vo - Zvﬁ(i))
i1
Vi = volumen de sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el equilibrio de
adsorcién y sustituido por el mismo volumen de solucién de CaCl, 0,01 M
(cm’),
vP = volumen de la alicuota tomada del tubo para el andlisis (i), durante el experi-

mento de cinética de desorcién realizado con el método en serie (cm?):

v <002-Vp (27)
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APENDICE 6
ADSORCION-DESORCION EN SUELOS: FICHAS DE COMUNICACION DE DATOS
Sustancia estudiada:
Suelo estudiado:
Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . ... ..ottt e %

TeMPEratura: . ... ...t e °C

Adecuacién del método analitico

Suelo pesado g
Suelo: masa seca g
Volumen de la solucién de CaCl, cm’?
Concentracion final nominal sol de la solucién pg cm”?
Concentracion final analitica sol de la solucién pg cm™?

Principio del método analitico utilizado:

Calibracion del método analitico:
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas):

TeMPEratUra: . ... oo o ettt ettt e e e e e e e °C

Metodologfa analitica seguida: Indirecta [] Paralela [] En serie
Directa [
Prueba de adsorcion: muestras de ensayo
. . Tiempo Tiempo de Tiempo de Tiempo de

Simbolo \Unidades equilibrado equilibrado equilibrado equilibrado
N° tubo
Suelo pesado — g
Suelo: masa seca M) g
Volumen de agua en el suelo Vs | cm?
pesado (calculado)
Volumen de solucién CaCl, 0,01 cm?
M para equilibrar el suelo
Volumen de solucién madre cm?
Volumen total de fase acuosa en Vo cm’
contacto con el suelo
Concentracién inicial de la solu- Cy |pgem™?
cién problema
Masa de la sustancia problema al | m, g
inicio de la prueba

Tras agitacién y centrifugacion

Método indirecto

Método paralelo

Concentracién de la sustancia ngs (t) |ug cm™
problema fase acuosa, incluida
correccién por blanco
Método en serie
Masa de la sustancia problema | mi%(t) | pg
medida en la alicuota VA
Método directo
Masa de la sustancia problema  |mi® (t)| pg
adsorbida en el suelo
Célculo de la adsorcién
Adsorcion A, %
Aw, | %
Medias
Coeficiente Ky |em? g™t
Medias
» 3 41
Coeficiente Koo |em’ g

Medias
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): ... ..ot e %

TEMPEIAtULAT . .. oottt ittt et e °C

Prueba de adsorcién: blancos y control

Simbolo | Unidad Blanco Blanco Control

Ne° tubo
Suelo pesado - g 0 0
Cantidad de agua en el suelo pesado cm’ — —
(calculada)
Volumen afiadido de solucién CaCl, cm?
0,01 M
Volumen afiadido de la solucién madre cm’ 0 0
de le sustancia problema
Volumen total de fase acuosa (calcu- cm? — —
lado)
Concentracion inicial de la sustancia pg cm™
problema en la fase acuosa

Tras agitacién y centrifugacién
Concentracion en la fase acuosa pg cm™?

Nota: Afiddanse columnas en caso necesario.
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Sustancia estudiada:
Suelo estudiado:
Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): .. ...ttt e e e %

TemMPeratura: . ... .. ... °C

Balance de masa

‘ Simbolo Unidad
N° tubo
Suelo pesado — g
Suelo: masa seca My g
Volumen de agua en suelo pesado (calculado) Vs ml
Volumen sol de la solucién de CaCl, 0,01 M ml
para equilibrar el suelo
Volumen de solucién madre cm’
Volumen total de fase acuosa en contacto con v, cm’
el suelo
Concentracion inicial de la solucién problema Co pg cm™?
Tiempo de equilibrado — h

Tras agitacién y centrifugacién

Concentracién de la sustancia problema en fase ngs eq | pgcm™

acuosa en equilibrio adsorcién, incluida correc-
cién por blanco

Tiempo de equilibrado teq h

1° dilucién con solvente

Volumen retirado fase acuosa Viee cm’

Volumen afiadido solvente AV cm?

1° extraccién con solvente

Sefial analizada en fase solvente Sk1 var.
Concentracién de la sustancia problema en sol- Ce1 pg cm
vente

Masa sustancia extraida del suelo y paredes mg; g
recipiente

2? dilucién con solvente

Volumen retirado solvente AV cm’

Volumen afiadido solvente AV’ cm?

2* extraccion con solvente

Sefial analizada en fase solvente Sk2 var.
Concentracién de la sustancia problema en sol- Ce, pg cm
vente

Masa sustancia extraida del suelo y paredes mg, g
recipiente

Total masa sustancia problema extraida en dos mg g
pasos

Balance de masa MB %
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Sustancia estudiada:
Suelo estudiado:
Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): ... ..ot e %

TEMPEIAtULAT . .. oottt ittt et e °C

Isotermas de adsorcion

Simbolo Unidad
Ne° tubo
Suelo pesado — g
Suelo: masa seca E g
Volumen de agua en suelo Vs cm’
pesado (calculado)
Volumen de la solucion de cm’
CaCl, 0,01 M para equilibrar
el suelo
Volumen de solucién madre cm’
afladido
Volumen total de fase acuosa Vo cm’
en contacto con suelo (calcu-
lado)
Concentracién solucion Co pg cm™3
Tiempo de equilibrado — h

Tras agitacién y centrifugacién

Concentracién de la sustan- €% (eq) pg cm
cia en fase acuosa, incluida
correccién por blanco
Temperatura °C
Masa adsorbida por unidad 25 (eq) pg gl
suelo

Andlisis de regresion:
valor de Ka%:
valor of 1/n:

coeficiente de regresion r%:
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Sustancia estudiada:
Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas):

TEMPEIAtUrAT . .. oottt ettt et °C

Metodologia analitica seguida: Indirecta

O

Prueba de desorciéon

En serie

O

. . Intervalo | Intervalo | Intervalo | Intervalo
Simbolo | Unidades de ti . . .
e tiempo | de tiempo | de tiempo | de tiempo

N tubo de la fase de adsorcion
Masa de sustancia adsorbida en el suelo en el equili- | m2% (eq) ng
brio de adsorcién
Volumen retirado de fase acuosa, sustituido por CaCl,| Vg cm’
0,01 M
Volumen total de fase acuosa en contacto PM Vo cm?
con suelo SM Vr cm?
Masa de la sustancia problema que queda en la solu- mfy ng

cién una vez alcanzado el equilibrio de adsorciéon
debido a sustitucién incompleta del volumen

Cinética de desorcion
Masa medida de sustancia desorbida del suelo al mdes (t) ng
tiempo t;
Volumen de solucién tomado del tubo (i) PM vi cm?
para medir la sustancia problema

SM A% cm’
Masa de sustancia desorbida del suelo al tiempo t; m‘iff (t) ng
(calculada)
Masa de sustancia desorbida del suelo durante el mgff (At) ng

intervalo de tiempo At; (calculada)

Desorcion porcentual

Desorci6n al tiempo t; D, %
Desorcion al intervalo de tiempo At; Dy, %
Coeficiente de desorcién aparente Kges

PM: Método paralelo.

SM: Método en serie.
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1.

1.1.

1.2

C.19. CALCULO DEL COEFICIENTE DE ADSORCION (Koc) EN SUELOS Y EN LODOS DE AGUAS

RESIDUALES MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

METODO

El presente método de ensayo reproduce las directrices del documento TG121 de la OCDE (2000).

INTRODUCCION

El comportamiento que presentan los compuestos en cuanto a su adsorciéon en suelos o en lodos de aguas
residuales puede describirse mediante ciertos pardmetros, para cuya determinacion experimental se puede apli-
car el método de ensayo C.18. Un pardmetro importante es el coeficiente de adsorcion, definido como la rela-
cién entre la concentracion del compuesto en la muestra de suelo o lodo y la concentraciéon del mismo en la
fase acuosa, cuando la adsorcion llega al equilibrio. El coeficiente de adsorcién normalizado con respecto al
contenido de carbono orgédnico presente en el suelo, K, constituye un util indicador de la capacidad que pre-
senta un producto quimico para unirse a la materia orgdnica de los suelos o los lodos de aguas residuales; este
valor permite establecer comparaciones entre los diversos productos quimicos. Se puede calcular este pardme-
tro a través de correlaciones con la hidrosolubilidad y con el coeficiente de reparto n-octanolfagua (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 adsorcion, K, en suelos y lodos de aguas residuales (8). La fiabilidad de los valores asi obtenidos es supe-
rior a la de los calculos efectuados por QSAR (9). Como método de cilculo, no puede sustituir completamente
a los experimentos de equilibrio de lotes contemplados en el método de ensayo C.18. A pesar de ello, el K,
calculado puede ser atil para escoger los pardmetros de ensayo adecuados en los estudios de adsorcion/desor-
cién que siguen el método de ensayo C.18 calculando los valores Ky (coeficiente de distribucién) o K (coefi-
ciente de adsorcion de Freundlich) segiin la ecuacion 3 (véase el punto 1.2 a continuacion).

DEFINICIONES

Kg: coeficiente de distribucion, que se define como la relacién 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) mds una
fase acuosa; es un valor adimensional, cuando las concentrationes en ambas fases se expresan como peso/peso.
Si la concentracion del compuesto en la fase acuosa viene expresada como peso/volumen, las unidades de Ky
son ml-g’l. K4 puede variar en funcién de las propiedades del adsorbente.

Ky = Qo Sl )
aq aq
donde:
Cy1 = concentracion de la sustancia problema en el suelo (soil), una vez alcanzado el equilibrio (ug - ¢71)
Cyudge = concentracion de la sustancia problema en el lodo (sludge), una vez alcanzado el equilibrio (ug - g™)
C,q = concentracién de la sustancia problema en la fase acuosa, una vez alcanzado el equilibrio (ug - g™,

pg - ml™).

K¢ coeficiente de adsorcién de Freundlich, que se define como la concentracién de la sustancia problema en el
suelo o en el lodo de aguas residuales (x/m) cuando la concentracién en la fase acuosa, llegado el equilibrio,,
toma el valor 1; unidades: pg - g”! de adsorbente. El valor puede variar en funcién de las propiedades del
adsorbente.

X 1
log o log K¢ + o -log Cyq (2)
donde:
x/m = cantidad de sustancia problema x (pg) adsorbida por masa de adsorbente m (g), en el equilibrio,
1/n = pendiente de la isoterma de adsorcion de Freundlich,
C, = concentracién de la sustancia problema en la fase acuosa, en el equilibrio (ug - ml™).

Cuando C,q = 1, log K = log L
m
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1.3.

1.4.

K, coeficiente de distribucion (Ky) o coeficiente de adsorcién de Freundlich (K normalizado con respecto al
contenido de carbono orgdnico (f,.) de un adsorbente; en el caso particular de productos quimicos no ioniza-
dos, resulta un indicador aproximado para conocer la magnitud de la adsorciéon de un compuesto y permite
establecer comparaciones entre diversos productos quimicos. Segtn sean las dimensiones de Ky y K;, K, puede
ser adimensional o bien venir expresado en las unidades siguientes: ml - g™! o pg - ¢7! de materia orgdnica.

Koc = == (adimensional o ml - g™!) o bien — (ug-g™") (3)

Kq K¢
fOC

La relacion entre los coeficientes K, y Kq no siempre es lineal; asi pues, la posible diferencia de los valores de
K, entre uno y otro suelo es muy reducida, en comparacién con la de los valores K4 o K.

A partir del coeficiente de distribucién mdsica (k’), empleando un grafico de calibracion de log k' frente a log
K, (registrado con los compuestos de referencia elegidos), se deduce el coeficiente de adsorcién (K,).

K - “‘t;to 4)
0

donde:

tg: tiempo de retencién (en el cromatograma de HPLC) del compuesto problema o del compuesto de referencia
(minutos),

to: tiempo de retencién de la fase mévil en la columna de HPLC (minutos) (véase el punto 1.8.2).

Pow: coeficiente de reparto octanolfagua, que se define como el cociente entre la concentracién de la sustancia
disuelta en n-octanol y la concentracién de la misma disuelta en la fase acuosa; se trata de un valor adimensio-
nal.

Coctanol
POW — octano! — KOW 5
G ¢ ) ©)

COMPUESTOS DE REFERENCIA

Es necesario conocer, antes de aplicar el método, cudl es la formula estructural del compuesto, asi como su
pureza y su constante de disociacién (en caso pertinente). Resulta util contar con datos adicionales tales como
la solubilidad en agua y, en disolventes orgénicos, el coeficiente de reparto octanolfagua y las caracteristicas de
hidrolisis.

A fin de establecer una correlacion entre los datos de retencién obtenidos mediante HPLC, relativos a la sus-
tancia problema, y el coeficiente de adsorcion de la misma, K, se debe trazar un grifico de calibracién
(log K, frente a log k’). Se empleard un minimo 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 mejorard sig-
nificativamente si se emplean compuestos de referencia que guarden una relacién estructural con la sustancia
problema. Si el analista no cuenta con este tipo de datos, deberd ser €l quien elija los compuestos adecuados
para la calibracion. En tal caso, se optard por una serie mds general de compuestos heterogéneos desde el
punto de vista estructural. En el apéndice figura una lista de compuestos y de valores de K. aplicables para
los andlisis de lodos de aguas residuales (cuadro 1) o de suelos (cuadro 3). La eleccién de otros compuestos
para la calibracién deberd ser justificada.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se lleva a cabo una HPLC en columnas analiticas rellenas de una fase sélida de tipo cianopropilo, de las dispo-
nibles en el mercado, que contiene tanto grupos lip6filos como grupos polares. Se utiliza una fase estacionaria
moderadamente polar basada en una matriz de silice:

- 0-Si — CH, - CH, - CH, -CN

silice grupo polar

!
!
!
!
grupo apolar separador :
!
!
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1.5.

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 moévil, la sustancia problema interacciona con la fase
estacionaria. Como resultado del reparto entre la fase mévil y la fase estacionaria, la sustancia problema expe-
rimenta una retencién. La composiciéon ambifilica de la fase estacionaria (partes polares y partes apolares) per-
mite una interaccién de los diversos grupos polares o apolares de cada molécula similar a la que tiene lugar
en el caso de la materia orgdnica en matrices tales como lodos de aguas residuales o suelos. Este hecho posibi-
lita establecer una relacién entre el tiempo de retencion en la columna y el coeficiente de adsorcién en la
materia orgdnica.

El pH ejerce una significativa influencia sobre la adsorcién, 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 tampén adecuadas, aunque
solo 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 evaluacién se utiliza exclusivamente la relacion entre la retencién en la columna de HPLC y el coefi-
ciente de adsorci6n, de modo que no es preciso aplicar un método de andlisis cuantitativo: tan sélo es necesa-
rio determinar el tiempo de retencién. Si se dispone de una serie adecuada de compuestos de referencia y es
posible aplicar las condiciones experimentales normales, el método constituye un modo répido y eficaz para
calcular el coeficiente de adsorcidn, K.

APLICABILIDAD DEL ENSAYO

El método de HPLC esaplicable a aquellos productos quimicos (marcados o no) para los cuales se disponga de
un sistema de deteccion apropiado (por ejemplo, un espectrofotometro, un detector de radiactividad) y que
sean suficientemente estables durante todo el experimento. Puede resultar especialmente ttil para analizar pro-
ductos quimicos cuyo estudio sea dificil mediante otros sistemas experimentales (compuestos volatiles, com-
puestos cuya solubilidad en agua no alcance una concentracién que pueda determinarse desde el punto de
vista analitico, compuestos con una elevada afinidad por la superficie de los sistemas de incubaci6n). Se puede
utilizar este método para analizar mezclas que originen al eluir bandas sin resolucién. En este caso, se debe
definir un margen de limites superior e inferior para los valores de log K, correspondientes a los compuestos
de la mezcla problema.

La presencia de impurezas puede dificultar a veces la interpretacién de los resultados de la HPLC; no obstante,
su importancia serd de indole menor en la medida en que se cuente con andlisis 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 andlisis de muchos otros productos quimicos comprendidos en las familias qui-
micas siguientes:

— aminas aromdticas (por ejemplo, trifluralina, 4-cloroanilina, 3,5-dinitroanilina, 4-metilanilina, N-metilani-
lina, 1-naftilamina),

— ésteres de 4cidos carboxilicos aromdticos (por ejemplo, benzoato de metilo, 3,5-dinitrobenzoato de etilo),
— hidrocarburos aromaticos (por ejemplo, tolueno, xileno, etilbenceno, nitrobenceno),
— ésteres de dcidos ariloxifenoxipropidnicos (por ejemplo, metil diclofop, etil fenoxaprop, P-etil fenoxaprop),

— fungicidas con estructura de tipo imidazol o benzimidazol (por ejemplo, carbendazima, fuberidazol, tria-
z6xido),

— amidas de 4cidos carboxilicos (por ejemplo, 2-clorobenzamida, N,N-dimetilbenzamida, 3,5-dinitrobenza-
mida, N-metilbenzamida, 2-nitrobenzamida, 3-nitrobenzamida),

— hidrocarburos clorados (por ejemplo, endosulfin, DDT, hexaclorobenceno, quintoceno, 1,2,3-tricloroben-
ceno),

— insecticidas organofosforados (por ejemplo, metil azinfos, disulfotén, 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, isoproturén, monolinurdn, pencicurén),

— colorantes (por ejemplo, Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81),
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1.6.

1.7.

— hidrocarburos poliarométicos (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 reaccién con el eluyente o con la fase
estacionaria. Tampoco a aquellas sustancias que interaccionen con componentes inorgdnicos de modo especi-
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 inorgdnicos y dcidos y bases organicos moderados o
fuertes. Es posible determinar valores de log K. comprendidos entre 1,5 y 5,0. Para analizar compuestos ioni-
zables, se debe emplear una fase mévil tamponada; no obstante, se tendrd cuidado de evitar que los compo-
nentes del tampoén o la sustancia problema precipiten.

CRITERIOS DE CALIDAD
Exactitud

Normalmente, se puede calcular que el coeficiente de adsorcion de una sustancia problema estard compren-
dido en el intervalo de + 0,5 unidades logaritmicas 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 relacién estructural con la sustancia problema.

Repetibilidad

Se debe efectuar al menos un duplicado de cada determinacién. Los valores de log K, obtenidos a partir de
cada medicién deben encontrarse en un intervalo de 0,25 unidades logaritmicas.

Reproducibilidad

La experiencia hasta ahora adquirida en la aplicacién del método confirma la validez del mismo. Un estudio
del método de HPLC, en el que se utilizaron 48 sustancias (plaguicidas en su mayorfa) para las que se disponia
de datos fiables respecto al K, en suelos, dio como resultado un coeficiente de correlacién R = 0,95 (10) (11).

Con objeto de mejorar y validar el método, se llevé a cabo un ensayo comparativo en el que participaron 11
laboratorios (12). Los resultados estin recogidos en el cuadro 2 del apéndice.

DESCRIPSION DEL METODO DE ENSAYO
Extimaci6n preliminar del coeficiente de adsorcién

Tanto el coeficiente de reparto octanolfagua P, (= K,,) como, en cierta medida, la hidrosolubilidad pueden
servir de indicadores del grado de adsorcién, particularmente en el caso de compuestos no ionizados, de modo
que pueden ser utilizados para prever la gama de valores. Existen numerosas correlaciones dtiles publicadas,
relativas a varios grupos de productos quimicos (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7).

Aparato

Se debe disponer de un cromatdgrafo de liquidos equipado con una bomba continua y un detector adecuado.
Es conveniente utilizar una vdlvula de inyeccién junto con un bucle al efecto. Se empleardn resinas comercia-
les con grupos cianopropilicos enlazados covalentemente a un sustrato de silice (por ejemplo, Hypersil y Zor-
bax CN). Se puede intercalar una precolumna del mismo material entre el sistema de inyeccién y la columna
en la que se realiza el andlisis. Puede existir una considerable variabilidad entre las columnas que procedan de
diferentes proveedores, manifestada en su eficacia para lograr la separacion. Se deberdn lograr los siguientes
coeficientes de distribucién mdsica, k', expuestos aqui como valores orientativos: log k' > 0,0 cuando log
Koe = 3,0, y log k' > — 0,4 for cuando log K, = 2,0, al emplear como fase mévil una mezcla de metanol/agua
(55 %45 %).

Fases méviles

Se han estudiado varias fases moviles; se recomienda utilizar las dos siguientes:
— metanol/agua (55 %[45 % v/v),

— metanol/tampdn de citrato 0,01M (pH = 6,0), (55 %[45 % v/v).
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1.8.1.

1.8.2.

1.8.2.1.

1.8.2.2.

1.8.3.

1.8.4.

Para preparar el disolvente de elucion, se emplea una mezcla de metanol para HPLC y agua destilada o tampén
de citrato. La mezcla se desgasifica antes de ser utilizada. Se efectuard una elucién isocrética. En el caso de que
las mezclas de metanolfagua no sean apropiadas, es posible investigar mezclas de otros disolventes con agua,
por ejemplo etanol/agua o bien acetonitrilofagua. En el caso de compuestos ionizables, se recomienda emplear
una solucién tampoén a fin de estabilizar el pH. Se debe procurar evitar la precipitacion de sales y el deterioro
de la columna, situaciones posibles al utilizar algunas mezclas de fase orgdnica + tampén.

No es posible incluir aditivos tales como reactivos tipo par idnico, ya que pueden alterar las caracteristicas de
adsorcién de la fase estacionaria. Tales alteraciones de la fase estacionaria pueden ser irreversibles. Asi pues,
los experimentos en los que intervengan aditivos deben ser realizados en columnas independientes.

Solutos

Se utilizard la fase mévil para disolver tanto la sustancia problema como los compuestos de referencia.

REALIZACION DEL ENSAYO
Condiciones de ensayo

Se registrard 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
calibracion y las cromatografias para los cédlculos o las mediciones de la sustancia problema.

Determinacion del tiempo de retencién de la fase mévil, t,

Para determinar el tiempo de retencién de la fase mévil, t,, se pueden emplear dos métodos distintos (véase
también el punto 1.2).

Determinacion del tiempo de retencion de la fase movil, t,, mediante una serie homéloga

Se ha demostrado que este procedimiento da lugar a valores de t, fiables y normalizados. Véase informacién
detallada en el método de ensayo A.8: coeficiente de reparto (n-octanolfagua), método de HPLC.

Determinacion del tiempo de retencion de la fase movil, t,, 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 medicion.

Determinacion de los tiempos de retencién, ty

Se elegirdn compuestos de referencia conforme a lo descrito en el punto 1.3. Se puede efectuar una inyeccion
de los mismos a modo de patrén mixto para determinar sus tiempos de retencidn, siempre que se haya confir-
mado que no existen interferencias reciprocas que alteren estos valores. Peridédicamente, al menos dos veces al
dfa, se llevard a cabo una calibracién, para tener en cuenta las potenciales variaciones imprevistas en cuanto a
la eficacia de la columna. Una prictica muy adecuada consiste en efectuar las inyecciones de calibracién tanto
antes como después de inyectar la sustancia problema, al objeto de confirmar que no hayan variado los tiem-
pos de retencién. 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 retencién.

Para lograr una mayor fiabilidad de las mediciones, se realizard al menos un duplicado de cada determinacion.
Los valores de log K, obtenidos a partir de cada medicién deben encontrarse en un intervalo de 0,25 unida-
des logaritmicas.

Evaluacié

A partir del tiempo de retencién de la fase mévil, t,, y de los tiempos de retencién de los compuestos de refe-
rencia elegidos, tg, se calculan los coeficientes de distribucién madsica, k' aplicando la ecuacion 4 (véase el
punto 1.2). A continuacién, se traza un grafico en el que se representan los datos relativos al valor log k" de
los compuestos de referencia frente a los respectivos valores log K,. procedentes de los experimentos de equili-
brio de lotes, mostrados en los cuadros 1 y 3 del apéndice. Interpolando en este gréfico el valor log k" corres-
pondiente a cada sustancia problema, se obtiene entonces el respectivo valor log K. Si los resultados reales
indican que el log K,. de la sustancia problema se sale del intervalo de calibracién, se debe repetir el ensayo,
empleando en este caso otros compuestos de referencia mas apropiados.

DATOS E INFORME

El informe debe incluir la informacién siguiente:

— identidad y pureza de la sustancia problema y de los compuestos de referencia, asi como valores de pKa
en caso de que sea relevante,
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descripcion del equipo y de las condiciones de trabajo, por ejemplo: tipo y dimensiones de la columna en
la que se efecttia el andlisis (y de la precolumna), medios de deteccién, fase mévil (proporcién de los dis-
tintos componentes, pH), intervalo de temperaturas durante las mediciones,

tiempo de retencién de la fase mévil y método empleado para determinarlo,

cantidades de la sustancia problema y de los compuestos de referencia introducidas en la columna,
tiempos de retencion de los compuestos de referencia utilizados para la calibracion,

representacion grifica y detalles relativos a la recta de regresion ajustada (log k' frente a log K,),

datos sobre la retencién media y valor log K, calculado para el compuesto problema,

cromatogramas,

3. BIBLIOGRAFIA

1)

2

W. J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt (ed). (1990). Handbook of chemical property estimation
methods, Chap. 4, McGraw-Hill, New York.

J. Hodson, N. A. Williams (1988). The estimation of the adsorption coefficient (K,.) for soils by HPLC.
Chemosphere, 17, 1 67.

G. G. Briggs (1981). Theoretical and experimental relationships between soil adsorption, octanol-water
partition coefficients, water solubilities, bioconcentration factors, and the parachor. J. Agric. Food Chem.,
29, pp. 1050-1059.

C. T. Chiou, P. E. Porter, D.W. Schmedding (1983). Partition equilibria of nonionic organic compounds
between soil organic matter and water. Environ. Sci. Technol,, 17, pp. 227-231.

Z. Gerstl, U. Mingelgrin (1984). Sorption of organic substances by soils and sediment. J. Environm. Sci.
Health, B19, pp. 297-312.

C. T. Chiou, L. J. Peters, V. H. Freed (1979). A physical concept of soil water equilibria for nonionic
organic compounds, Science, 106, pp. 831-832.

S. W. Karickhoff (1981). Semi-empirical estimation of sorption of hydrophobic pollutants on natural
sediments and soils. Chemosphere, 10, pp. 833-846.

W. Kordel, 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.

M. Mueller, W. Kordel (1996). Comparison of screening methods for the estimation of adsorption
coefficients on soil. Chemosphere, 32(12), pp. 2493-2504.

W. Kordel, J. Stutte, G. Kotthoff (1993). HPLC-screening method for the determination of the adsorption
coefficient in soil-comparison of different stationary phases, Chemosphere, 27(12), pp. 2341-2352.

B. von Oepen, W. Kordel, W. Klein (1991). Sorption of nonpolar and polar compounds to soils:
Processes, measurements and experience with the applicability of the modified OECD Guideline 106,
Chemosphere, 22, pp. 285-304.

W. Kordel, G. Kotthoff, J. Miiller (1995). HPLC-screening method for the determination of the
adsorption coefficient on soil-results of a ring test. Chemosphere, 30(7), pp. 1373-1384.



L 225/244

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

Comparacion entre los valores de K,. observados en suelos y en lodos de aguas residuales y los datos calcula-

APENDICE

CUADRO 1

dos aplicando el método de HPLC (') (%)

Compucst weas | by | kG | 0 | e | mmg | @
Atrazina 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linur6n 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fention 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09
Monurén 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

() W. Kordel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of the adsorption

coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2), pp. 121-128.

() W. Kérdel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances on sewage sludges.

Chemosphere, 35 (1/2), pp. 107-119.

Resultatos de un estudio comparativo, realizado en diferentes laboratorios para mejorar y validar el método de

CUADRO 2

HPLC () (11 laboratorios participantes)

C N° CAS log Koc o 18 fo

ompueste (OCDE 106) (método de HPLQ)
Atrazina 1912-24-9 1,81 78 16 1,89
Monuron 150-68-5 1,99 100 = 8 2,00
Triapentenol 77608-88-3 2,37 292 + 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465 + 62 2,67
Fention 55-38-9 3,31 2062 £ 648 3,31

() W. Kérdel, G. Kotthoff, J. Miiller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on soil-results

of a ring test. Chemosphere, 30(7), pp. 1373-1384.
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CUADRO 3
Compuestos de referencia recomendados para aplicar el método de HPLC conforme a los datos de adsorci6n a
los suelos.
log K, (valores log de la
Compuesto de referencia N° CAS promedio), Ne de datos (K,,) desviacién Fuente
equilibrio de lotes estandar

Acetanilida 103-84-4 1,25 4 0,48 ®)
Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 @
2-Nitrobenzamida 610-15-1 1,45 3 0,90 (b)
N,N-dimetilbenzamida 611-74-5 1,52 2 0,45 Q]
4-Metilbenzamida 619-55-6 1,78 3 1,76 ®
Benzoato de metilo 93-58-3 1,80 4 1,08 @)
Atrazina 1912-24-9 1,81 3 1,08 ©
Isoproturén 34123-59-6 1,86 5 1,53 ©
3-Nitrobenzamida 645-09-0 1,95 3 1,31 )
Anilina 62-53-3 2,07 4 1.73 @
3,5-Dinitrobenzamida 121-81-3 2,31 3 1,27 ®)
Carbendazima 10605-21-7 2,35 3 1,37 ©
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 ©
Triazéxido 72459-58-6 2,44 3 1,66 ©
Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 ©
Linurén 330-55-2 2,59 3 1,97 ©
Naftaleno 91-20-3 2,75 4 2,20 ®)
Endosulfan-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 ©
Metiocarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 ©
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 ®)
1,2,3-Triclorobenceno 87-61-6 3,16 4 1,40 Q]
y-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 @
Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 ©
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 ®)
Pirazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 ©
a-Endosulfdn 959-98-8 4,09 5 3,74 ©
Metil diclofop 51338-27-3 4,20 3 3,77 ©
Fenantreno 85-01-8 4,09 4 3,83 Q]

26850-47-5 4,89 4 4,46 )
Basic Blue 41 (mezcla)

12270-13-2
DDT 50-29-3 5,63 1 — ®)

(*) W. Kordel, J. Miiller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC. UBA R & D Report

No 106 01 044 (1994).

() B.V. Oepen, W. Kordel, W. Klein (1991). Chemosphere, 22, pp. 285-304.

() Datos facilitados por la industria.
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1.3.

C.20. ENSAYO DE REPRODUCCION EN DAPHNIA MAGNA

METODO

El presente ensayo de toxicidad para la reproduccién es copia de las directrices TG 211 de la OCDE (1998).

INTRODUCCION

La principal finalidad de este ensayo es evaluar el efecto de los productos quimicos sobre el resultado repro-
ductor de Daphnia magna.

DEFINICION 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 jévenes producidos por los parentales en el curso del ensayo.

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracién de ensayo minima a la cual se ha
observado que la sustancia ejerce un efecto significativo sobre la reproduccién y la mortalidad de los parenta-
les (para p < 0,05) en comparacién con el control y dentro del periodo de exposicion establecido. Ademds,
todas las concentraciones de ensayo superiores a la LOEC deben ejercer un efecto nocivo igual o mayor que
el observado a dicha concentracion. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicacion
completa del modo en que se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC).

Concentracién sin efecto observado (NOEC): concentracién de ensayo inmediatamente inferior a la LOEC
que, en comparacién con el control, no ejerce ningin efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro
del periodo de exposicién establecido.

EC,: concentracion de la sustancia de ensayo disuelta en agua que produce una reduccion del x % en la repro-
duccién de Daphnia magna dentro del periodo de exposicién establecido.

Tasa intrinseca de aumento: medida del crecimiento de la poblacién que integra el resultado reproductor y
la mortalidad especifica 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 extincién.

Limite de deteccion: concentracién minima que puede detectarse, aunque no cuantificarse.
Limite de determinacién: concentracién minima que puede medirse cuantitativamente.

Mortalidad: un animal se considera muerto cuando estd inmovil, es decir, cuando es incapaz de nadar o
cuando no mueve los apéndices ni la regién posterior del abdomen 15 segundos después de la agitacion
suave del recipiente de ensayo (si se usa otra definicién, debe documentarse junto con la referencia correspon-
diente).

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Las hembras jovenes de Dafnia (los parentales), con una edad inferior a 24 horas al principio del ensayo, se
exponen a la sustancia de ensayo afiadida al agua a una gama de concentraciones. La duracion del ensayo es
de 21 dias. Al final de éste se evalda el niimero total de descendientes vivos producidos por cada parental
vivo. Esto significa que se excluyen de los cdlculos 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 nimero de descendientes vivos producidos por animal y por dia a partir del primero en que
se observa descendencia), pero éstas deben documentarse ademds del niimero 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 concentracién minima con efecto observado
(LOEQ) y, por tanto, la concentracién sin efecto observado (NOEC). Ademds, y en la medida de lo posible, los
datos se analizan con ayuda de un modelo de regresién para estimar la concentraciéon que provocaria una
reduccién del x % en el resultado reproductor (ECsy, EC,4 0 ECy).

También hay que documentar la supervivencia de los parentales y el momento de la produccién 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 intrinseca de aumento.
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1.4.

1.5.

1.6.

INFORMACION 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 ttil para seleccionar un intervalo adecuado de concentraciones en
los ensayos de reproduccion. Deben conocerse la solubilidad en agua y la presion de vapor de la sustancia de
ensayo, asi como contar con un método analitico fiable para cuantificar la sustancia en las soluciones de
ensayo con la eficiencia de recuperacion y el limite de determinacion establecidos.

Otros datos de la sustancia de ensayo potencialmente dtiles para establecer las condiciones de ensayo son la
formula estructural, la pureza de la sustancia, la estabilidad a la luz, la estabilidad en las condiciones del
ensayo, los valores de pKa y P, y los resultados del ensayo de biodegradabilidad facil (véase el método C.4).

VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea vélido, 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 nimero medio de descendientes vivos producidos por cada parental superviviente al final del ensayo
ha de ser > 60.

DESCRIPCION DEL METODO
Equipo

Los recipientes de ensayo y demds instrumentos que hayan de entrar en contacto con las soluciones de ensayo
serdn {ntegramente de vidrio o de otro material quimicamente inerte. Los recipientes de ensayo serdn normal-
mente matraces de vidrio.

Ademds hardn falta algunos de los instrumentos siguientes o todos ellos:

— aparato para medir el oxigeno (con microelectrodo o cualquier otro equipo que sea conveniente para
medir el oxigeno disuelto en muestras de pequefio volumen),

— aparato adecuado para el control de la temperatura,
— medidor de pH,
— aparato para determinar la dureza del agua,

— aparato para determinar la concentracién total de carbono orgdnico (TOC) del agua o la demanda qui-
mica de oxigeno (COD),

— aparato adecuado para controlar el régimen de iluminacién y medir la intensidad luminosa.
Organismo de ensayo

La especie usada en el ensayo es Daphnia magna Straus. También pueden usarse otras especies de Dafnia siem-
pre que retinan 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 genotipicamente. 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 > 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 tendrdn 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 agresion, tales como mortali-
dad elevada, presencia de machos y efipios, retraso de la produccion de la primera camada, animales decolora-
dos, etc)). Los animales de la estirpe deben mantenerse en condiciones de cultivo (luz, temperatura, medio,
nutricién 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 sistemdtico de Dafnia, es recomendable pre-
ver un perfodo de aclimatacion anterior al ensayo, por lo general de 3 semanas de duracién (es decir, una
generacion), para evitar el estrés en los parentales.
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1.6.3.

1.6.4.

1.7.

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.) dificiles de caracterizar y aumentan en consecuencia las
oportunidades de normalizacién entre laboratorios. Se ha observado que los medios Elendt M4 (4) y M7
(véase el apéndice 1) son adecuados para este propdsito. 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 informacion sobre su composicién, en particular el contenido en carbono, pues podria con-
tribuir a la dieta suministrada. Es recomendable determinar en la preparacién madre del aditivo orgdnico el
carbono orgdnico total (TOC), la demanda quimica de oxigeno (TOC) o las dos cosas, asi como hacer una
estimacion de la contribucién resultante al TOC y a la COD en el medio de ensayo. Conviene que la concen-
tracién 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 nicos 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 préctica ha demostrado (2) que la «toxicidad apa-
rente» del cadmio es generalmente inferior cuando el ensayo de reproduccién 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 segiin ASTM (7), que no contiene EDTA, enriquecida con extracto
de algas marinas (8). Esta combinacién de agua dulce dura reconstituida segin 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 accion quelante debida al componente orgdnico del extracto de algas marinas.

Al principio del ensayo y durante éste, la concentracién de oxigeno disuelto debe ser superior a 3 mg/l. El pH
debe estar comprendido entre 6 y 9, y normalmente no debe oscilar en mds de 1,5 unidades en ninguno de
los ensayos. Se recomienda utilizar una dureza superior a 140 mg/l (expresada como CaCOj). Los ensayos
realizados con valores iguales o superiores a éste han demostrado un comportamiento reproductor compatible
con los criterios de validez (9) (10).

Soluciones de ensayo

Las soluciones de ensayo de las concentraciones elegidas se preparan por dilucién de una solucién 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 orgdnicos para obtener una solucién
madre de concentracién 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 limite de solubilidad en el medio de ensayo.

Los disolventes se usan para obtener una solucién madre que pueda dosificarse con exactitud en agua. A la
concentracién de disolvente recomendada en el medio de ensayo final (< 0,1 ml/l), los disolventes indicados
en el pdrrafo anterior no son téxicos y no aumentan la solubilidad en agua de la sustancia.

Los dispersantes pueden facilitar la dosificacién exacta y la dispersién. A la concentracién recomendada en el
medio de ensayo final (s 0,1 ml/l), los dispersantes indicados en el parrafo anterior no son téxicos y no
aumentan la solubilidad en agua de la sustancia.

DISENO 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 podria introducirse un sesgo susceptible de ser inter-
pretado como efecto de una concentracién. En particular, si las unidades experimentales se manipulan en
orden de tratamiento o de concentracion, determinados efectos vinculados con el tiempo, como la fatiga u
otros errores del operador, podrian ejercer un efecto més acusado a concentraciones mds elevadas. Ademds, si
hay alguna probabilidad de que los resultados se vean afectados por una condicién inicial o ambiental del
ensayo, como la posicion en el laboratorio, hay que pensar en la conveniencia de practicar agrupamientos.



21.8.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 225/249

1.8.

1.8.1.1.

1.8.1.2.

1.8.1.3.

1.8.1.4.

1.8.1.5.

PROCEDIMIENTO

Condiciones de exposicién
Duracién

La duracién del ensayo es de 21 dias.
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 analitico usado
para determinar la concentracién de la sustancia de ensayo, aunque también se permite acumular los recipien-
tes en paralelo para el andlisis quimico. Si se usan volimenes superiores a 100 ml, puede ser necesario
aumentar la racién administrada a Dafnia para garantizar una disponibilidad suficiente de nutrientes y para
cumplir con los criterios de validez. En ensayos dindmicos pueden considerarse, por razones técnicas, otros
disefios (por ejemplo, cuatro grupos de 10 animales en un volumen de ensayo mayor); en cualquier caso, es
preciso documentar cualquier modificacién del disefio.

Ntimero de animales

En ensayos semiestdticos, se mantienen por separado al menos 10 animales a cada concentracién de ensayo y
al menos 10 animales en la serie de control.

En ensayos dindmicos, se ha demostrado (1) que es adecuado repartir 40 animales en cuatro grupos de 10 a
cada concentracion de ensayo. Puede usarse un niimero inferior de organismos de ensayo, y se recomienda
un minimo de 20 animales por concentracion repartidos en dos o mds recipientes en paralelo de igual
nimero de animales (por ejemplo, cuatro recipientes en paralelo con cinco difnidos cada uno). Obsérvese
que en los ensayos en los cuales se mantengan los animales en grupos, si los parentales mueren, no serd posi-
ble expresar el resultado reproductor como nimero total de descendientes vivos producidos por parental vivo
al final del ensayo. En tal caso, el resultado reproductor debe expresarse como «ntimero total de descendientes
vivos producidos por parental presente al principio del ensayo».

Alimentacién

En ensayos semiestdticos, la alimentacién debe ser preferentemente diaria; en cualquier caso, tendrd una fre-
cuencia minima 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 dindmicos).

Durante el ensayo, la dieta de los parentales estard 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 basard en la cantidad de carbono orgénico (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/dia para alcanzar el nimero de descendientes
necesarios para cumplir los criterios de validez. La racién puede administrarse a una tasa constante durante
todo el periodo de ensayo o, si se prefiere, a una tasa inferior al principio que se va incrementando en fun-
cién 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/dfa.

Si es preciso recurrir a pardmetros indirectos, como el nimero de células de algas o la absorbancia luminosa,
para determinar la racion adecuada (por razones de comodidad, pues medir el contenido de carbono requiere
mucho tiempo), cada laboratorio debe crear su propio nomograma para la medicion indirecta del contenido
de carbono del cultivo de algas (véanse algunos consejos sobre construccién de nomogramas en el apéndice
2). Los nomogramas deben revisarse al menos una vez al afio, y con mayor frecuencia si cambian las condi-
ciones de los cultivos de algas. Se ha observado que la absorbancia luminosa proporciona una indicacién del
contenido de carbono mejor que el nimero de células (13).

Para reducir al minimo el volumen de medio de cultivo de algas trasvasado a los recipientes de ensayo, la sus-
pensién de algas administrada a Dafnia como alimento debe ser concentrada. Las algas pueden concentrarse
mediante centrifugacion seguida de resuspension en agua destilada, agua desionizada o medio de cultivo de
Dafnia.

Iluminacién

16 horas de luz a una intensidad no superior a 15-20 pE - m™% - s7%.
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1.8.1.6.

1.8.1.7.

1.8.2.

1.8.3.

1.8.4.

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, mds de 2 °C dentro de estos limites (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.

Aireacion
Los recipientes de ensayo no recibirdn aireacién durante el ensayo.
Concentraciones de ensayo

Normalmente se preparardn al menos cinco concentraciones de ensayo en una serie geométrica con un factor
de separacion preferentemente no superior a 3,2; también hay que usar un nimero apropiado de recipientes
en paralelo con cada concentracion 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
limite 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 concentraciéon de ensayo minima ha de ser lo
suficientemente baja para que la fecundidad a esa concentracién no sea significativamente inferior a la
del control. En caso contrario, serd necesario repetir el ensayo a una concentracién minima menor;

ii) si el objetivo es determinar los valores LOEC y NOEC, la concentracion de ensayo maxima ha de ser lo
suficientemente alta para que la fecundidad a esa concentracién sea significativamente inferior a la del
control. En caso contrario, serd necesario repetir el ensayo a una concentracién médxima mayor;

ili) si se estima el valor de EC, para los efectos sobre la reproduccién, es aconsejable usar concentraciones
suficientes para definir dicho valor con un nivel de confianza adecuado. Si se estima la ECy, para los efec-
tos sobre la reproduccion, es aconsejable que la concentracién de ensayo mdxima sea superior a dicha
ECs,. De otro modo, aunque seguiria siendo posible estimar el ECs, el intervalo de confianza seria muy
grande y no se podria evaluar satisfactoriamente la idoneidad del modelo ajustado;

iv) A ser posible, la gama de concentraciones de ensayo no debe incluir ninguna concentracién que ejerza
un efecto estadisticamente significativo sobre la supervivencia de adultos, puesto que esto cambiaria la
naturaleza del ensayo, que de simple ensayo de reproduccién se transformarfa en un ensayo de reproduc-
cién y mortalidad, que exige un andlisis estadistico mucho mds complejo.

El conocimiento previo de la toxicidad de la sustancia de ensayo (derivado, por ejemplo, de estudios de toxici-
dad aguda y de determinacién de gama) ayudard a elegir las concentraciones de ensayo adecuadas.

si se usa un disolvente o un dispersante para facilitar la preparacién de las soluciones de ensayo (véase el
punto 1.6.4), su concentracion final en los recipientes de ensayo no sobrepasard el valor de 0,1 ml/l, y serd
igual en todos los recipientes.

Controles

Ademds 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 concentracién de disolvente o dispersante ha de
ser igual a la usada en los recipientes que contienen la sustancia de ensayo. Hay que emplear el nimero ade-
cuado de recipientes en paralelo (véase el punto 1.8.1.3).

Por lo general, en un ensayo bien ejecutado, el coeficiente de variacién con respecto al nimero medio de
supervivientes vivos producido por cada parental de control debe ser < 25 %; este valor debe documentarse
para disefios de ensayo en los que se usen animales mantenidos por separado.

Renovacion del medio de ensayo

La frecuencia de renovacion 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 concentracién de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, si estd fuera del intervalo comprendido
entre el 80 y el 120 % del valor nominal o si cae por debajo del 80 % de la concentracién inicial medida) a lo
largo del periodo de renovacion maximo (3 dias), hay que considerar la renovacion mds frecuente del medio
o la realizaciéon de un ensayo dindmico.
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Al renovar el medio en ensayos semidindmicos, 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 didmetro adecuado. El
volumen de medio transferido con los ejemplares de Dafnia debe reducirse al minimo.

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 mds observaciones.

Descendientes

Preferiblemente, los descendientes producidos por cada parental se retirardn y contardn 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, solo es necesario contar el niimero de descendientes vivos, aunque debe registrarse la presencia de
huevos abortados o de descendientes muertos.

Mortalidad

La mortalidad de los parentales se registrard preferiblemente a diario y al menos en las mismas ocasiones en
que se cuenten los descendientes.

Otras variables

Aunque este método se ha disefiado principalmente para evaluar los efectos sobre la reproduccién, quizd sea
posible cuantificar otros efectos en medida suficiente para admitir el andlisis estadistico. Las determinaciones
relativas al crecimiento son muy interesantes, pues aportan informacién sobre posibles efectos subletales que
pueden resultar mds dtiles que la simple determinacion relativa a la reproduccién; es recomendable proporcio-
nar la determinacion relativa a los parentales (la longitud del cuerpo sin contar la espina anal) al término del
ensayo. Otras variables que podrian medirse o calcularse son el tiempo transcurrido hasta la produccién de la
primera camada (y de las siguientes), el ndimero y el tamafio de las camadas por animal, el nimero de cama-
das abortadas, la presencia de machos o efipios y la tasa intrinseca de aumento de la poblacién.

Frecuencia de los andlisis y mediciones

La concentracion de oxigeno, 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 concentracién maxima de la sustancia de ensayo.

Durante el ensayo, las concentraciones de la sustancia analizada deben determinarse a intervalos regulares.

En ensayos semiestdticos en los que se espere que la concentracién de la sustancia de ensayo se mantenga
dentro del £ 20 % de la concentracién 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 médxima y minima se analicen recién preparadas y
en el momento de su renovacién al menos una vez durante la primera semana del ensayo (es decir, los anali-
sis deben efectuarse en una muestra de la misma solucién, recién preparada y en el momento de su renova-
cién). 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 concentracion de la sustancia de ensayo se mantenga dentro del *
20 % de la concentracion nominal, es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo recién preparadas
y en el momento de su renovacion. No obstante, en los ensayos en los que la concentracién inicial medida de
la sustancia de ensayo no esté dentro del £ 20 % de la concentracién nominal, pero en los que puedan apor-
tarse pruebas suficientes de que las concentraciones iniciales son repetibles y estables (es decir, que estdn den-
tro del intervalo del 80-120 % de la concentracién inicial), las determinaciones quimicas podrian limitarse en
las semanas 2 y 3 del ensayo a las concentraciones mdxima y minima. En todos los casos, la determinacién
de las concentraciones de la sustancia de ensayo antes de la renovacién sélo debe realizarse en un recipiente
en paralelo de cada concentracion de ensayo.

Para los ensayos dindmicos es apropiado un régimen de muestreo similar al descrito para los semiestaticos (si
bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). Sin embargo, puede ser
aconsejable aumentar el nimero 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 regimenes de flujo de diluyente y sustancia de ensayo deben verificarse a diario.
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2.1.

Si se demuestra que la concentracién de la sustancia de ensayo se ha mantenido satisfactoriamente a lo largo
de todo el ensayo dentro de un intervalo de = 20 % de la concentracién nominal o de la medida inicialmente,
los resultados pueden basarse en los valores nominales o medidos inicialmente. Si la desviacién con respecto
a la concentracién nominal o inicial medida es superior al + 20 %, los resultados deben expresarse en térmi-
nos de media ponderada en funcién del tiempo (véase el apéndice 5).

RESULTADOS E INFORME

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

El objeto de este ensayo es determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre el niimero total de descen-
dientes vivos producidos por cada parental vivo al final del mismo. El niimero 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 andlisis. Por tanto, éste se basard en un niimero reducido de recipientes en paralelo.

Para estimar la LOEC y, por tanto, la NOEC, correspondiente a los efectos del producto quimico sobre el
resultado reproductor, es preciso calcular el resultado reproductor medio de los recipientes en paralelo para
cada concentracién y la desviacion estdndar residual acumulada, lo que puede hacerse mediante un andlisis de
la varianza (ANOVA). A continuacién se compara la media obtenida a cada concentracién con la del control
aplicando un método de comparacién mdltiple apropiado. Las pruebas de Dunnett o Williams pueden ser uti-
les (14) (15) (16) (17). Hay que comprobar si se sostiene la hiptesis del ANOVA de homogeneidad de la
varianza. Es recomendable realizar esta verificacion graficamente en lugar de mediante una prueba formal de
significacion (18); una alternativa adecuada es aplicar una prueba de Bartlett. Si la hipdtesis no se sostiene,
hay que considerar la transformaciéon de los datos para homogeneizar las varianzas antes de aplicar el
ANOVA, o bien la realizacion de un ANOVA ponderado. Hay que calcular y documentar la magnitud del
efecto detectable con el ANOVA (es decir, la minima diferencia significativa).

Para estimar la concentracién que provocaria la reducciéon en un 50 % del resultado reproductor (es decir, la
EC5), hay que ajustar a los datos una curva adecuada, tal como la curva logistica, mediante un método esta-
distico como el de los minimos cuadrados. La curva puede parametrarse de manera que la ECs5q y su error
estdndar puedan estimarse directamente. Esto facilitard considerablemente el cdlculo de los limites de con-
fianza en torno a la ECs,. Salvo que haya razones de peso para preferir otros, deben darse limites de con-
fianza bilaterales del 95 %. El método de ajuste debe proporcionar preferentemente un medio para evaluar la
significacion de la falta de ajuste. Esto puede hacerse gréficamente o dividiendo la suma residual de cuadrados
en «falta de ajuste» y «componentes de error puro» y efectuando una prueba de significacion para la falta de
ajuste. Como los tratamientos que inducen fecundidad elevada tienen mds probabilidades de inducir una
varianza mds elevada del nimero 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 informacién de tipo general en la referencia 18)].

En el andlisis de los datos del estudio final interlaboratorios (2) se ha ajustado una curva logistica usando el
modelo siguiente, aunque pueden usarse otros adecuados:

donde:

Y:  ntimero total de inmaduros por parental vivo al final del ensayo (calculado para cada recipiente)
x:  concentracién de sustancia

¢ ndmero esperado de inmaduros cuando x = 0

xo: ECsq en la poblacién

b:  pardmetro «pendiente».

Este modelo serd probablemente adecuado en gran niimero de situaciones, pero habrd ensayos para los cuales
no sea apropiado. Es preciso comprobar la validez del modelo tal como se ha sugerido en pérrafos anteriores.
En algunos casos puede estar indicado un modelo de hormesis, segtn el cual concentraciones bajas producen
efectos amplificados (19).

También pueden estimarse otras concentraciones que provoquen un porcentaje de efecto determinado, como
la EC;y 0 EC,, aunque quizd sea preferible parametrar el modelo de una forma distinta a la empleada para
estimar la ECs.
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2.2.

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes,

— identificacién quimica, incluida la pureza.

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.

Condiciones de ensayo:

— método de ensayo utilizado (por ejemplo, semiesttico o dindmico, con indicacién de volumen y carga
expresada en nimero de individuos de Dafnia por litro),

— fotoperiodo e intensidad luminosa,

— disefio del ensayo (por ejemplo, nimero de recipientes en paralelo, nimero de parentales por recipiente
en paralelo),

— detalles del medio de cultivo usado,

— i se usan, complementos de materia orgdnica, con su composicion, origen, método de preparacion, TOC/
COD de las preparaciones madre, estimacion de los valores TOC/COD obtenidos en el medio de ensayo,

— informacién detallada de la alimentacion, con indicacién de la cantidad (en mg C/Dafnia/dia) y el pro-
grama (tipo de alimento, con indicacién en su caso del nombre especifico (especie) del alga y, si se cono-
cen, la cepa y las condiciones de cultivo),

— método de preparacién de las soluciones madre y frecuencia de renovacién (si se usan, hay que indicar el
disolvente o dispersante y su concentracion).

Resultados:
— resultados de cualesquiera estudios preliminares de estabilidad de la sustancia de ensayo,

— concentraciones de ensayo nominales y resultados de todos los andlisis para determinar la concentracién
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 recuperacion del método y el limite de determinacion,

— calidad del agua en los recipientes de ensayo (pH, temperatura y concentracion de oxigeno disuelto ade-
més 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),

— ndmero de muertes entre los parentales y dia en que se hayan producido (véase un ejemplo de ficha de
datos en el apéndice 3),

— coeficiente de variacién de la fecundidad de los controles (basada en el niimero total de descendientes
vivos por parental vivo al final del ensayo),

— representacién gréfica del niimero total de descendientes vivos por parental (para cada recipiente en para-
lelo) vivo al final del ensayo frente a concentracion de la sustancia de ensayo,

— concentracién minima con efecto observado (LOEC) para la reproduccién, acomparfiada de una descrip-
cién de los métodos estadisticos aplicados y de una indicacion de la magnitud del efecto detectable; con-
centracion (mdxima) sin efecto observado (NOEC) para la reproduccién; si procede, valores de LOEC y
NOEC para la mortalidad de los parentales,

— si procede, EC, para la reproduccién e intervalos de confianza, asi como una representacion grafica del
modelo ajustado usado para su célculo, la pendiente de la curva dosis-respuesta y su error estdndar,

— otros efectos bioldgicos observados o medidos; hay que documentar todos los demds efectos bioldgicos
observados o medidos (crecimiento de los parentales, por ejemplo) y la correspondiente justificacion,

— explicacién de cualquier desviacion respecto al método de ensayo.



L 225/254

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

3.

BIBLIOGRAFIA

(1) OECD Test Guideline Programme, Report of the Workshop on the Daphnia magna Pilot Ring Test,
Sheffield University, UK, 20-21 March 1993.

(2) OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 6. Report of
the Final Ring Test of the Daphnia magna Reproduction Test Paris. 1997.

(3) Baird D. ], Barber J., Bradley M. C., Soares A. M. V. M. and Calow P. (1991). A comparative study of
genotype sensitivity to acute toxic stress using clones of Daphnia magna Strauss. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 21, pp. 257-265.

(4)  Elendt B. P., (1990). Selenium deficiency in Crustacea; An ultrastructural approach to antennal damage
in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, pp. 25-33.

(5) EPA (1993). Methods for Measuring the Acute Toxicity of Effluents and Receiving Waters to Freshwater
and Marine Organisms. (Fourth ed.). EPA/600/4-90/027F. C. I. Weber (ed), USEPA, Cincinnati, Ohio.

(6)  Vigano L., (1991) Suitability of commercially available spring waters as standard medium for culturing
Daphnia magna. Bull. Environ. Contam. Toxicol., 47, pp. 775-782.

(7)  ASTM (1988). Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests with Fishes, Macroinvertebrates and
Amphibians. E729-88a. American Society for Testing and Materials, Philadelphia P.A. 20 pp.

(8) Baird D. J., Soares A. M. V. M., Girling A., Barber J., Bradley M. C. and Calow P. (1989). The long term
maintenance of Daphnia magna Straus for use in ecotoxicological tests; problems and prospects. In:
Proceedings of the 1st European Conference on Ecotoxicology. Copenhagen 1988 (H.Lokke, H. Tyle &
F. Bro-Rasmussen. Eds.), pp. 144-148.

(9) Parkhurst B. R, Forte J. L. and Wright G. P. (1981). Reproducibility of a life-cycle toxicity test with
Daphnia magna. Bull. Environ. Contam. and Toxicol., 26, pp. 1-8.

(10) Cowgill U. M. and Milazzo D. P. (1990) The sensitivity of two cladocerans to water quality variables:
salinity and hardness. Arch. Hydrobiol,, 120(2), pp. 185-196.

(11) Korshikov (1990). Pseudokirchneriella subcapitata Hindak, F-1990. Biologice Prace, 36, 209.

(12) Sims L. R., Watson S. and Holmes D. (1993). Toward a standard Daphnia juvenile production test.
Environmental Toxicology and Chemistry, 12, pp. 2053-2058.

(13) Sims L. (1993). Measuring the growth of phytoplankton: the relationship between total organic carbon
with three commonly used parameters of algal growth. Arch. Hydrobiol., 128, pp. 459-466.

(14) Dunnett C. W., (1955). A multiple comparisons procedure for comparing several treatments with a
control. J. Amer. Statist. Assoc., 50, pp. 1096-1121.

(15) Dunnett C. W., (1964). New tables for multiple comparisons with a control. Biometrics, 20, pp.
482-491.

(16) Williams D. A. (1971). A test for differences between treatment means when several dose levels are
compared with a zero dose control. Biometrics 27, pp. 103-117.

(17) Williams D. A. (1972). The comparison of several dose levels with a zero dose control. Biometrics, 28,
pp. 510-531.

(18) Draper N. R. and Smith H. (1981). Applied Regression Analysis, second edition, Wiley, N.Y.

(19) Brain P. and Cousens R. (1989). An equation to describe dose responses where there is stimulation of
growth at low doses. Weed Research, 29, pp. 93-96.

(20) Wilson E. O. and Bossert, W. H. (1971). A Primer of Population Biology. Sinauer Associates Inc.
Publishers.

(21) Poole R. W. (1974). An Introduction to quantitative Ecology. McGraw-Hill Series in Population Biology,
New York, pp. 532.

(22) Meyer J. S., Ingersoll C. G., McDonald L. L. and Boyce M. S. (1986). Estimating uncertainty in

population growth rates: Jackknife vs bootstrap techniques. Ecology, 67, pp. 1156-1166.



Diario Oficial de las Comunidades Europeas L 225/255

APENDICE 1

PREPARACION DE MEDIOS ELENDT M7 Y M4 TOTALMENTE DEFINIDOS

Aclimataci6n 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 aclimatacién gradual, esto es, cambiando del medio propio a Elendt al 30 %,
luego al 60 % y por dltimo al 100 %. El periodo de aclimatacién necesario puede ser bastante largo, incluso de un mes.

PREPARACION

Oligoelementos

Se empieza por preparar soluciones madre distintas (I) de cada oligoelemento en agua de pureza apropiada (desionizada,
destilada o tratada mediante dsmosis inversa). A partir de estas soluciones madre (I) se prepara una tnica soluciéon
madre (II) que contiene todos los oligoelementos (solucién combinada):

Soluciones madre I Cantidad afadida al | Concentracién (en | Para preparar la solucion madre Il combi-
(una sola sustancia) relacion con el medio| nada, se afiade al agua la siguiente cantidad
agua M4) de solucién madre 1
(mg/l) (veces) (mlfl)

M 4 M7
H3BO; 57190 20 000 1,0 0,25
MnCl, * 4 H,0 7 210 20 000 1,0 0,25
LiCl 6120 20 000 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 1,0 0,25
SrCl, * 6 H,0 3040 20 000 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 1,0 0,25
Na,MoO, * 2 H,0 1260 20 000 1,0 0,25
CuCl, * 2 H,0 335 20 000 1,0 0,25
ZnCl, 260 20 000 1,0 1,0
CoCl, * 6 H,0 200 20 000 1,0 1,0
KI 65 20 000 1,0 1,0
Na,SeO3 43,8 20 000 1,0 1,0
NH,VO; 11,5 20 000 1,0 1,0
Na,EDTA * 2 H,0 5000 2 000 - -
FeSO, * 7 H,O 1991 2000 - -

Las soluciones Na,EDTA y FeSO, se preparan por separado, se vierten juntas y se esterilizan en autoclave inmediata-
mente. Se obtiene asi:

Solucién 21 Fe-EDTA 1000 20,0 5,0
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Medios M4 y M7

Los medidos M4 y M7 se preparan a partir de la solucién madre II con los macronutrientes y las vitaminas que siguen:

Cantidad afiadida al | COMCERtradion €n |, iqaq de solucién madre afadida para
relacion con el medio .
agua preparar el medio
(mg) M (i)
s (vecces)
M4 M7

Solucién madre 11 (combinacién de oli- 20 50 50
goelementos) 11
Soluciones madre de macronutrientes (una sustancia por solucion)
CaCl, * 2 H,0 293 800 1000 1,0 1,0
MgSO, * 7 H,O 246 600 2000 0,5 0,5
KCl 58 000 10 000 0,1 0,1
NaHCO; 64 800 1 000 1,0 1,0
Na,SiO; * 9 H,0 50 000 5000 0,2 0,2
NaNO; 2740 10 000 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000 0,1 0,1
K,HPO, 1 840 10 000 0,1 0,1
Solucién madre de vitaminas combina- - 10 000 0,1 0,1
das

La solucién madre de vitaminas combinadas se prepara afladiendo las 3 vitaminas a 1 litro de agua como se indica a

continuacion:

Clorhidrato de tiamina 750 10 000 - -
Cianocobalamina (B;,) 10 10 000 - -
Biotina 7,5 10 000 - -

La solucién madre de vitaminas combinadas se conserva congelada en pequefias partes alicuotas. Las vitaminas se incorporan a los
medios poco antes de usarlos

Notas: Para evitar la precipitacién de las sales al preparar los medios completos, se incorporan las partes alicuotas de las soluciones
madre a aproximadamente 500-800 ml de agua desionizada y a continuacién se completa hasta obtener 1 litro.

La primera publicacién 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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APENDICE 2

ANALISIS DEL CARBONO ORGANICO TOTAL (TOC) Y ELABORACION 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 niimero de células de algas o la absorbancia de luz.

El TOC debe medirse por oxidacién 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 centrifugacion seguida de resuspension
en agua destilada. Se mide la variable indirecta y la concentracién de TOC en cada una de las muestras por triplicado.
Hay que analizar controles con agua destilada tinicamente y deducir la concentracién 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 continuacién se ilustran
algunos ejemplos.

Nota: o deben usarse para hacer conversiones; es esencial que cada laboratorio prepare sus propios nomogramas.

1700 [ Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12)
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N° células|l
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concentrado

Absorbancia a
440 mm de una
dilucién 1/10 de
alimento de
algas concentra-

do

115

110 1

105

100 :

95
90

85 1

80
75
70
65
60
55

50 1

45
40
35
30
25
20
15
10

1.10
1.05
1.00

095 1
0.90 1
0.85 1
0.80 1

0.75
0.70
0.65

0.60 T

0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10

0.05 1

0.00

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12)

Regresion del namero de células en funcion de mg C/1

Datos de suspensiones concentradas de células cultivadas

en lotes semicontinuos y resuspendidas en agua destilada .

Q ”

- Coeficiente de correlacion: 0,926

T T ) 4 * T+ 12 3 \s Y 4 Y T T ¥ T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg C/ de alimento de algas concentrado

7 Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 112/12)
1 Regresion de la absorbancia en funcion de mg C/l. (1 cm de trayectoria) 7
i Datos de suspensiones concentradas de células cultivadas en lotes se- o
micontinuos y resuspendidas en agua destilada e
P - -~
e
4 ”
rd
”
”
. O
”
> -
rd
4
rd
s ‘o
L
rd
L4
bd
o
J ”’
! .o
1 -
4 pa o
o
4 bd
-
o~ Coeficiente de correlacion: 0,998
<
'
P4
o
L
Lo
4

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg C/l de alimento de algas concentrado



L 225/259

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

ES

21.8.2001

“9JUAIPUOdsSaLIOd BJ[ISLI B[ UD «A» OPUIILIDSI BAISIZAI 9S SOINPE SI[BUIUE SO 3P pepiepow e (o)
*UAIPUOdSaLInd BI[ISLd B[ UD «Jy» OPUSIHISI ULIISIZAI 35 SEPEIIOqe Sepered se (;)
‘ojuawadxa [0 ered opesn sjuardpai 2 asanbypuy (;)

(o) so1
-[Npe epe[NUNOE PEPI[eIION

[e10],

01

6

8

L

9

S

v

¢

4

[ 2uardooy

(;) soAla

[el0L, SIUDIPUAISIP (N

‘wipe aody
ng3nue

oAdNU (1) O,) eamyesadwa],
ndnue

0AIN2U (p) 1/8w 0
ongnue

oAdNU () ud

(180

-Iew) OIpaw "AOUY

1C

0¢

61

81

L1

91

Sl

14!

¢l

4!

1T

01

0 eld

Jeurou uonenuaduo)

:0fesud 9p enuUEISNS

zojuaure ap odig,

VINIVA

:0IpIN uop)

“OIUL 9p Bd9q

;0N 0uawLRdxg

4d SOLINAV 4d AVAITVLION A NOIDDNAOYdTY NOQIDVINIWITY VT X VOININOODISH VIDNVIIDIA VT ‘OIdAN THd NOIDVAONAY V1V VALLVTHY SOLVA 4d VHOI 4d OTdWAfd

¢ ADIANIdV



L 225/260 Diario Oficial de las Comunidades Europeas

21.8.2001

APENDICE 4

EJEMPLO DE FICHA DE DATOS RELATIVA A LOS RESULTADOS DE LOS ANALISIS QUfMICOS

(a) Concentraciones medidas

Muestra semana 1 Muestra semana 2 Muestra semana 3
Concentracion
nominal Después de la Antes de la Después de la Antes de la Después de la Antes de la
renovacion renovacion renovacion renovacion renovacion renovacion

(b) Concentraciones medidas en porcentaje de la nominal

Muestra semana 1 Muestra semana 2 Muestra semana 3

Concentracion
nominal Después de la Antes de la Después de la Antes de la Después de la Antes de la
renovacion renovacion renovacion renovacion renovacion renovacion
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APENDICE 5

CALCULO DE UNA MEDIA PONDERADA EN FUNCION DEL TIEMPO

Media ponderada en funcién del tiempo

Puesto que la concentracién de la sustancia de ensayo puede disminuir a lo largo del tiempo comprendido entre las
sucesivas renovaciones del medio, es preciso considerar cudl es la concentracion que debe elegirse como representativa
de la gama de concentraciones aplicadas a los parentales de Dafnia. La eleccion debe basarse en consideraciones bioldgi-
cas y estadisticas. Si, por ejemplo, se piensa que la mayor influencia en la reproduccién la ejerce la méxima concentra-
cién aplicada, debe usarse este valor méximo. En cambio, si se considera mds importante el efecto acumulado o a plazo
més largo, la concentracién media es mds relevante. En este caso, una media apropiada es la concentracién media pon-
derada en funcién del tiempo, pues tiene en cuenta la variacién de la concentracién instantdnea a lo largo del tiempo.

0¢c
8\

Dias

Figura 1: Ejemplo de media ponderada en funcién del tiempo

La figura 1 ilustra un ejemplo de ensayo (simplificado) de 7 dias de duracion en el cual el medio se renueva los dias 0,
2y 4

— La linea delgada en zigzag representa la concentracién a lo largo del tiempo. Se supone que el descenso de la con-
centracién es exponencial.

— Los 6 puntos representados corresponden a las concentraciones medidas al principio y al final de cada periodo de
renovacion.

— La linea gruesa indica la posicion de la media ponderada en funcién del tiempo.

La media ponderada en funcién del tiempo se calcula de manera que el drea situada bajo ella sea igual al 4rea situada
bajo la curva de concentracién. El cdlculo correspondiente al ejemplo anterior se ilustra en el cuadro 1.
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Cuadro 1: Célculo de la media ponderada en funcién del tiempo

Renovaciéon n° Dias Conc0 Concl Ln(Conc0) Ln(Concl) Area
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
Dfas totales: 7 Area total 50,091
Media PT 7,156

Dias: niimero de dias del periodo de renovacion.

Conc0: concentracién medida al principio de cada periodo de renovacién.

Concl: concentracién medida al final de cada periodo de renovacién.

Ln(Conc0): logaritmo natural de Conc0.

Ln(Concl): logaritmo natural de Concl.

Area: drea comprendida bajo la curva exponencial para cada periodo de renovacién. Se calcula como sigue:

La media ponderada en funcién del tiempo (Media PT) es igual al Area total dividida por los Dias totales.
Naturalmente, en el caso de un ensayo de reproduccién de Dafnia, el cuadro deberfa cubrir 21 dias.
Es obvio que, si se sélo se hacen observaciones al principio y al final de cada perfodo de renovacion, es imposible con-

firmar que el proceso de disminucién sea, en efecto, exponencial. Una curva distinta darfa lugar a un célculo de Area
distinto. En cualquier caso, la disminucién exponencial es una hipétesis plausible, y ésta es probablemente la curva

mejor a falta de mds datos.

Es preciso hacer una advertencia para el caso de que el andlisis quimico no logre detectar ninguna sustancia al final del
periodo de renovacion. Salvo que se pueda estimar la velocidad con que la sustancia desaparece de la solucion, serd
imposible obtener un drea bajo la curva realista y, por tanto, obtener una media ponderada en funcién del tiempo que

sea razonable.

Area =

Conc0 - Concl

Ln(Conc0) - Ln(Concl)

x Dias
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ANEXO 6

ANEXO VI

CRITERIOS GENERALES DE CLASIFICACION Y ETIQUETADO DE SUSTANCIAS Y PREPARADOS

2.1.

2.2,

3.1.

3.2.

PELIGROSOS

INDICE

INTRODUCCION GENERAL
CLASIFICACION SEGUN SUS PROPIEDADES FISICOQUfMICAS
Introduccién

Criterios de clasificacion, eleccién de los simbolos e indicaciones de peligro y eleccion de las frases de
riesgo

Explosivos

Comburentes

Extremadamente inflamables

Ficilmente inflamables

Inflamables

Otras propiedades fisicoquimicas

CLASIFICACION SEGUN SUS PROPIEDADES TOXICOLOGICAS
Introduccion

Criterios de clasificacion, eleccién de los simbolos e indicaciones de peligro y eleccion de las frases de
riesgo

Muy téxicos

Toéxicos

Nocivos

Comentarios acerca del uso de la frase R48

Corrosivos

[rritantes

Sustancias y preparados sensibilizantes

Otras propiedades toxicoldgicas

CLASIFICACION SEGUN SUS EFECTOS ESPECIFICOS SOBRE LA SALUD HUMANA
Introduccién

Criterios de clasificacion, indicaciones de peligro, eleccién de las frases de riesgo
Sustancias carcinégenas

Sustancias mutdgenas

Sustancias toxicas para la reproduccion

Procedimiento de clasificacion de preparados segtin sus efectos especificos sobre la salud humana
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5. CLASIFICACION SEGUN SUS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

5.1. Introduccién

5.2. Criterios de clasificacion, indicaciones de peligro, eleccién de las frases de riesgo

5.2.1. Medio acudtico

5.2.2. Medio no acudtico

6. ELECCION DE LAS FRASES DE CONSEJOS DE PRUDENCIA

6.1. Introduccién

6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados

7. ETIQUETADO

8. CASOS ESPECIALES: Sustancias

8.1. Botellas portdtiles de gas

8.2. Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petréleo (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 petréleo (GLP)
fétido

9.3. Aleaciones, preparados que contengan polimeros, preparados que contengan elastémeros

9.4. Preparados clasificados con la frase R65

9.5. Peréxidos orgédnicos

9.6. Requisitos de etiquetado adicional para determinados preparados

DECLARACION DE LA COMISION

1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. La clasificacién tiene por objeto determinar todas las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicoldgi-
cas de las sustancias y preparados que pueden entraflar un riesgo durante su manipulacién o utilizacién 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 publico en general y al medio
ambiente.

1.2. El presente anexo establece los principios generales de clasificacién y etiquetado de las sustancias y preparados
a que se refiere el articulo 4 de la presente Directiva, y el articulo 4 de la Directiva 1999/45/CEE, asi como
otras Directivas sobre preparados peligrosos.

La informacién que en €l se recoge tiene por objeto dar a conocer a todos los interesados (fabricantes, impor-
tadores y autoridades nacionales) los métodos de clasificacion 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 pablico en general una informacién basica 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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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.2.

Ademds, la etiqueta también puede hacer referencia, de modo mds general, a las medidas de prudencia que
deben tomarse al emplear el producto si éste se suministra con una presentacién diferente.

El contenido de la etiqueta advierte de todos los riesgos potenciales que puede entrafiar la manipulacién y uti-
lizacién 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 mds graves se sefialan
mediante simbolos; estos riesgos, asi 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 informacién se completa con el nombre de la sustancia, de acuerdo con una
nomenclatura quimica reconocida internacionalmente; se usard preferentemente uno de los nombres del Caté-
logo europeo de sustancias quimicas existentes comercializadas (Einecs) o de la Lista europea de sustancias qui-
micas notificadas (Elincs), el niimero CE y el nombre, direccién y teléfono de la persona establecida en la
Comunidad que sea responsable de la comercializacién de la sustancia.

En el caso de los preparados, la informacion, de acuerdo con el apartado 2 del articulo 10 de la Directiva
1999/45/CE, se completard con:

— la denominacién comercial o la designacién del preparado,
— la denominacion quimica de la sustancia o sustancias presentes en el preparado, y

— el nombre, la direccion y el teléfono de la persona establecida en la Comunidad, responsable de la comer-
cializacién del preparado.

El articulo 6 dispone que los fabricantes, distribuidores e importadores de sustancias peligrosas enumeradas en
el Einecs pero atin no incluidas en el anexo I deberdn realizar la investigacion necesaria para conocer los datos
pertinentes y accesibles que existan con relacion a las propiedades de dichas sustancias. Atendiendo a tal infor-
macion, deberdn envasar y etiquetar provisionalmente dichas sustancias con arreglo a las normas de los articu-
los 22 a 25 y a los criterios establecidos en el presente anexo.

Datos necesarios para la clasificacién y el etiquetado

Los datos necesarios para efectuar la clasificacion y etiquetado de las sustancias podrdn 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 clasificacion y etiquetado figurardn en el «expe-
diente de base». La clasificacion y el etiquetado se revisardn, si fuera necesario, cuando se disponga de
informacién complementaria (anexo VIII);

b) por lo que se refiere a otras sustancias (p. €j.), las referidas en el punto 1.5, los datos necesarios para la
clasificacién y el etiquetado pueden obtenerse, en caso necesario, a partir de fuentes como, por ejemplo:

— los resultados de ensayos anteriores,

— informacién requerida por la normativa internacional en materia de transporte de sustancias peligro-
sas,

— datos tomados de trabajos y bibliografia de referencia, o

— informacién procedente de la experiencia practica;

asimismo, cuando proceda, también podrdn tomarse en consideracion los resultados de relaciones estruc-
tura-actividad validadas y los dictdmenes de expertos.

Normalmente los datos necesarios para la clasificacion y el etiquetado de preparados podrdn obtenerse:

a) i se trata de datos fisicoquimicos, aplicando los métodos indicados en el anexo V. Esto es vélido también
para los preparados cubiertos por la Directiva 91/414/CEE salvo que puedan aceptarse, de acuerdo con lo
dispuesto en los anexos I y IIl de la Directiva 91/414/CEE (apartado 5 del articulo 5 de la Directiva
1999/45/CE), otros métodos homologados internacionalmente. Para los preparados gaseosos se puede uti-
lizar un método de célculo 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 peréxidos orgénicos puede utilizarse un
método de célculo 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 Il y Il 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,

— yJo aplicando un método convencional establecido en el articulo 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 evaluacién de las propiedades carcinogénicas, mutagénicas y toxicas
para la reproduccién, se aplicard el método convencional que se indica en el articulo 6 y en las partes
A.7.-A.9 y B.6 del anexo II de la Directiva 1999/45/CE;

¢) en cuanto a los datos sobre propiedades ecotoxicoldgicas:

i) en el caso de la toxicidad acudtica Ginicamente:

— 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 Il y Il de la Directiva 91/414/CEE y
la letra b) del apartado 1 del articulo 7 de la Directiva 1999/45/CE, otros métodos homologados
internacionalmente, o

— aplicando un método convencional establecido en el articulo 7 y en las partes A y B del anexo III
de la Directiva 1999/45/CE;

ii) en la evaluacién de la bioacumulacién potencial (o real), determinando el logaritmo del coeficiente de
reparto (o el FBC) o la evaluacion de la degradabilidad, aplicado un método convencional establecido
en el articulo 7 y en las partes A y B del anexo IIl de la Directiva 1999/45/CE;

i) en cuanto a los peligros de la capa de ozono, aplicando un método convencional establecido en el
articulo 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 realizacién de ensayos con animales para obtener datos experimentales estd sujeta a lo dispuesto en la
Directiva 86/609/CEE relativa a la proteccién de los animales utilizados para experimentacion.

Nota referente a las propiedades fisicoquimicas:

Para los peréxidos orgdnicos y sus preparados pueden obtenerse datos a partir del método de célculo estable-
cido en el punto 9.5. Para los preparados gaseosos puede utilizarse un método de cdlculo para determinar las
propiedades comburentes e inflamables (véase el punto 9).

Aplicacién de los criterios de la guia

La clasificacion debe cubrir las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas de las sustancias y
los preparados.

La clasificacion 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. Deberdn conside-
rarse todos los tipos de riesgo. Por ejemplo, la clasificacion efectuada segin el punto 3.2.1 no quiere decir que
se puedan ignorar otros puntos, como 3.2.2 o0 3.2.4.

La eleccién del simbolo o simbolos y frases de riesgo se ajustard a la clasificacion para que quede garantizada
la expresion en la etiqueta de la naturaleza especifica de los peligros potenciales sefialados en la clasificacion.

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 deberdn atenerse a lo dispuesto en la Directiva 75/324/CEE modificada y
adaptada al progreso técnico.
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1.7.1.

1.7.2.1.

Definiciones

Por «sustancias» se entenderd los elementos quimicos y sus compuestos en estado natural o los obtenidos
mediante cualquier procedimiento de produccion, 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 composicién.

Una sustancia podrd estar bien definida quimicamente (por ejemplo, acetona), o bien podrd consistir en una
mezcla compleja de constituyentes de composicion variable (por ejemplo, productos aromdticos destilados). En
el caso de ciertas sustancias complejas, se han sefialado algunos constituyentes determinados.

Por «preparados» se entenderd las mezclas o soluciones compuestas por dos o mds sustancias.

Aplicacién de los criterios a las sustancias

Los criterios establecidos en el presente anexo serdn 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 deberdn 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 clasificacion y etiquetado mds
adecuados.

En algunos casos puede haber dudas sobre la aplicacion de los criterios pertinentes, especialmente si se preci-
san conocimientos especializados. En tales casos, el fabricante, distribuidor o importador clasificardn y etique-
tardn provisionalmente la sustancia basindose en una evaluacion de los datos realizada por una persona com-
petente.

Sin perjuicio de lo dispuesto en el articulo 6, si se ha aplicado el procedimiento anterior y se temen posibles
incoherencias, podrd proponerse la inclusién de la clasificacién provisional en el anexo L. Dicha propuesta se
presentard a uno de los Estados miembros e ird acompafiada de los datos cientificos apropiados (véase también
el punto 4.1).

Podra aplicarse un procedimiento similar en caso de que se disponga de informacién que haga dudar de la
exactitud de una entrada existente en el anexo L.

Clasificacién 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 deberdn tenerse en cuenta si su grado de concentracion es superior o igual a los limites esta-
blecidos:

— 0,1 % para las sustancias clasificadas como muy téxicas, tdxicas, carcinogénicas (categoria 1 o 2), mutagé-
nicas (categoria 1 o 2), toxicas para la reproduccion (categoria 1 o 2), o peligrosas para el medio ambiente
(a las que se haya asignado el simbolo «N», para el medio acudtico, peligrosas para la capa de ozono),

— 1 % para las sustancias clasificadas como nocivas, corrosivas, irritantes, sensibilizantes, carcinogénicas (ca-
tegorfa 3), mutagénicas (categoria 3), toxicas para la reproduccion (categorfa 3), o peligrosas para el medio
ambiente (a las que no se haya asignado el simbolo «N», es decir, nocivas para los organismos acudticos,
pueden causar efectos perjudiciales a largo plazo),

a menos que en el anexo I se hayan fijado valores inferiores.

A excepcion de las sustancias enumeradas especificamente en el anexo I, la clasificacién debe realizarse de
acuerdo con los requisitos de los articulos 5, 6 y 7 de la Directiva 1999/45/CE del Consejo.

En el caso del amianto (650-013-00-6), no se aplicard esta regla general hasta que se fije un limite de concen-
tracién en el anexo L. Las sustancias que contengan amianto se clasificardn y etiquetardn conforme a los princi-
pios del articulo 6 de la presente Directiva.

Aplicacién de los criterios a los preparados

Los criterios previstos en el presente anexo serdn directamente aplicables cuando los datos se hayan obtenido
utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V, excepto los del capitulo 4, a los que
solo se puede aplicar el método convencional. También puede aplicarse un método convencional en relacién
con los criterios del capitulo 5, con la excepcién de la toxicidad acudtica, de acuerdo con lo dispuesto en la
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1.7.3.1.

2.1.

2.2

2.2.1.

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 clasificacién 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 deberdn 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 clasificacion y etiquetado mds adecuados.

Cuando los peligros para la salud y el medio ambiente se evalten segiin el método convencional a que se
refiere los articulos 6 y 7 y los anexo II y IIl de la Directiva 1999/45/CEE, los limites de concentracion que
deben utilizarse serdn 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 limites de con-
centracién.

En el caso de preparados que contengan mezclas de gases, la clasificacion con respecto a los efectos sobre la
salud y el medio ambiente se efectuard segin un método de cdlculo basado en los limites de concentracion
individual que figuran en el anexo I de la presente Directiva o, en caso de que no estén indicados en dicho
anexo, segtin los criterios establecidos en los anexos Il y III de la Directiva 1999/45/CE.

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 articulo 10 de acuerdo con los
principios fijados en los articulos 3 y 4 de la Directiva 1999/45/CE. No obstante, en determinados casos, la
informacién 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 clasificacion y etiquetado de este(os) tltimo(s).

En tal caso, la persona establecida en la Comunidad responsable de la comercializacién del preparado inicial o
sustancia descrita en el punto 1.7.2.1, ya sea el fabricante, importador o distribuidor proporcionard, previa
peticién 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 comercializacion del nuevo preparado puedan cumplir
los requisitos de la Directiva 1999/45/CE.

CLASIFICACION SEGUN SUS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Introduccién

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 articulo 2. Los criterios se regirdn directamente por los métodos de ensayo descritos en el anexo V, en la
medida en que estén contemplados en el mismo.

Si existe informacion fiable segtin la cual, en la préctica, las propiedades fisicoquimicas de las sustancias y pre-
parados (excepto los peréxidos orgdnicos) difieren de las que revelan los métodos de ensayo descritos en el
anexo V, dichas sustancias y preparados se deberdn clasificar en funcién del riesgo que pudieran representar
para las personas que los manipulen o para otras personas.

Criterios de clasificacion, eleccién de los simbolos e indicaciones de peligro y eleccién de las frases de
riesgo

En el caso de los preparados, deberdn tenerse en cuenta los criterios referidos en el articulo 5 de la Directiva
1999/45/CE.

Explosivos

Las sustancias y preparados se clasificardn como explosivos y se les asignard el simbolo «E» y la indicacion de
peligro «explosivo, en funcién de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V, y en la medida en
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2.2.2.1.

que las sustancias y los preparados sean explosivos en la forma en que se comercialicen. Es obligatorio incluir
una frase de riesgo, cuya eleccion se basard en lo siguiente:

R2 Riesgo de explosién por choque, friccién, fuego u otras fuentes de ignicion

— Sustancias y preparados, excepto los establecidos a continuacién.

R3  Alto riesgo de explosion por choque, friccidn, fuego u otras fuentes de ignicién

— Sustancias y preparados especialmente sensibles, tales como las sales del 4cido picrico y el tetranitrato
de pentaeritritol (Pentrita).

Comburentes

Las sustancias y preparados se clasificardn como comburentes y se les asignard el simbolo «O» y la indicacién
de peligro «comburente» en funcién de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V. Es obligatoria
la inclusién de una frase de riesgo; su seleccion se basard en los resultados de los ensayos, teniendo en cuenta
lo siguiente:

R7 Puede provocar incendios

— Peréxidos orgdnicos 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 peréxidos inorgdnicos, que pueden provocar
incendios o aumentar el riesgo de inflamabilidad al entrar en contacto con materiales combustibles.

R9 Peligro de explosién al mezclar con materias combustibles

— Otras sustancias y preparados como los perdxidos inorgénicos, que se hacen explosivos al mezclarse
con materiales combustibles como, por ejemplo, ciertos cloratos.

Observaciones sobre los peréxidos

Respecto a las propiedades explosivas, todo peréxido orgdnico o preparado que lo contenga en la forma en
que es comercializado se clasificard 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 perdxi-
dos orgénicos.

En cuanto a las sustancias, los peréxidos orgdnicos que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasi-
ficardn como peligrosos en funcién de su estructura, por ejemplo: R-O-O-H; R;-O-O-R,.

Los preparados que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasificardn aplicando el método de cdl-
culo basado en el porcentaje de oxigeno activo que se recoge en el punto 9.5.

Todo perdxido orgdnico, o preparado que lo contenga, que no haya sido clasificado ya como explosivo se cla-
sificard como comburente si el peréxido o su formulacién contiene:

— mds del 5% de perdxidos orgdnicos, o

— mids del 0,5 % de oxigeno disponible procedente de los peréxidos orgdnicos, y mas del 5 % de perdxido
de hidrégeno.

Extremadamente inflamable

Las sustancias y preparados se clasificardn como extremadamente inflamables y se les asignard el simbolo «F+»
y la indicacion de peligro «extremadamente inflamable», en funcién de los resultados de los ensayos a que se
refiere el anexo V. Se seleccionard la frase de riesgo segin los criterios siguientes:

R12 Extremadamente inflamable

— Sustancias y preparados liquidos cuyo punto de inflamacién sea inferior a 0° C y su punto de ebulli-
cién (o en el intervalo de ebullicion, la temperatura inicial de ebullicidn) sea inferior o igual a 35 °C.

— Sustancias y preparados gaseosos que sean inflamables en contacto con el aire a temperatura y pre-
sién normales.
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Fécilmente inflamable

Las sustancias y preparados se clasificardn como ficilmente inflamables y se les asignard el simbolo «F» y la
indicacion de peligro «ficilmente inflamable», en funcién de los resultados de los ensayos a que se refiere el
anexo V. Se les asignardn las frases de riesgo seguin los criterios siguientes:

R11 Fécilmente inflamable
— Sustancias y preparados solidos susceptibles de inflamarse ficilmente después de un breve contacto
con una fuente de ignicién y que contintian ardiendo o consumiéndose después de la eliminacién de

dicha fuente.

— Sustancias y preparados liquidos cuyo punto de inflamacién 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 himedo, desprenden gases extremada-
mente inflamables en cantidades peligrosas a razén de un 1/kg/h.

R17 Se inflama espontdneamente 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 energia.

Inflamables

Las sustancias y preparados se clasificarin como inflamables en funcién de los resultados de los ensayos a que
se refiere el anexo V. La frase de riesgo se asignard segtin los criterios siguientes:

R10 Inflamable

— Sustancias y preparados liquidos cuyo punto de inflamacion sea igual o superior a 21 °C, e inferior o
igual a 55 °C.

No obstante, en la practica se ha demostrado que los preparados que tengan un punto de inflamacién igual o
superior a 21 °C e inferior o igual a 55 °C no tendrdn que clasificarse como inflamables si el preparado no
puede, en ninglin caso, favorecer la combustion y si, ademds, no existe ningdn riesgo para las personas que
los manipulen ni para otras personas.

Otras propiedades fisicoquimicas

Se asignardn 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 continuacién, aplicando los
criterios siguientes (sobre la base de la experiencia adquirida en la aplicacién del anexo 1):

R1 Explosivo en estado seco

Sustancias y preparados explosivos comercializados en solucién o en forma hiimeda como, por ejemplo,
la nitrocelulosa con mds del 12,6 % de nitrgeno.

R4 Forma compuestos metdlicos explosivos muy sensibles

Sustancias y preparados que puedan originar derivados metalicos explosivos sensibles como, por ejemplo,
el dcido picrico y el 4cido estroncio.

R5 Peligro de explosién en caso de calentamiento

Sustancias y preparados inestables al calor, no clasificados como explosivos como, por ejemplo, el dcido
perclérico > 50 %.

R6 Peligro de explosion, 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 fliior 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 fésforo rojo.

R18 Al usarlo, pueden formarse mezclas aire/vapor explosivas/inflamables

Sustancias y preparados no clasificados como inflamables pero que contienen compuestos voltiles infla-
mables en el aire.

R19 Puede formar perdxidos explosivos

Sustancias y preparados que puedan formar peréxidos explosivos durante su almacenamiento como, por
ejemplo, el éter dietilico y el 1,4-dioxano.

R30 Puede inflamarse fécilmente al usarlo

Preparados no clasificados como inflamables pero que pueden convertirse en inflamables por pérdida de
componentes voldtiles no inflamables.

R44 Riesgo de explosion al calentarlo en ambiente confinado

Se aplica a las sustancias y preparados que no se han clasificado como explosivos segtin el punto 2.2.1,
pero que, no obstante, en la préctica, pueden adquirir propiedades explosivas si se calientan en un reci-
piente cerrado. Asi, por ejemplo, determinadas sustancias que se descompondrian de una forma explosiva
si se calentaran en un recipiente de acero no reaccionarfan de la misma forma que al calentarlas en reci-
pientes menos rigidos.

Para otras frases indicadoras de riesgo, constltese el punto 3.2.8.

CLASIFICACION SEGUN SUS PROPIEDADES TOXICOLOGICAS

Introduccién

La clasificacién se basa tanto en los efectos agudos como a largo plazo que producen sustancias y preparados
a consecuencia de una sola exposiciéon o de exposiciones repetidas o prolongadas.

Cuando por estudios epidemioldgicos, por estudios de casos con fundamento cientifico de acuerdo con lo
especificado en el presente anexo, o por la experiencia basada en datos estadisticos como, por ejemplo, la eva-
luacién de datos procedentes de los centros de informacién sobre intoxicacién o relativos a las enfermedades
profesionales, que los efectos toxicoldgicos 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 clasificard en funcién de
sus efectos sobre los seres humanos. No obstante, no es recomendable realizar experimentos con seres huma-
nos y, en general no deberdn 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 cientificos. En el anexo V de la presente Directiva se incluyen métodos de ensayo in vitro validados para
determinados pardmetros que deberdn utilizarse cuando corresponda.

La clasificacion de las sustancias se realizard 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 continuacién:

a) en caso de toxicidad aguda (efectos letales e irreversibles a consecuencia de una sola exposicion), los crite-
rios de los puntos 3.2.1 a 3.2.3;

b) en caso de toxicidad subaguda, subcrénica o cronica, los criterios de los puntos 3.2.2 a 3.2.4;
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¢) 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 especificos para la salud (carcinogénicos, mutagénicos y toxicos para la reproduccion),
los criterios del punto 4.

La clasificacién de los preparados en funcion de los peligros relativos a la salud se efectuard del modo
siguiente:

a) si no hay datos experimentales, segin el método convencional sefialado en el articulo 6 y el anexo II de
la Directiva 1999/45/CE. En este caso, la clasificacién se basard en los limites de concentracién individual
extraidos 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 limites de concentracién;

b) i, se dispone de datos experimentales, segin los criterios descritos en el punto 3.1.2, a excepcion de las
propiedades carcinogénicas, mutagénicas y toxicas para la reproduccién mencionadas en la letra €) del
punto 3.1.2, que deben ser evaluadas conforme a un método convencional que aparezca referido en el
articulo 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 condiciéon de que estén justificados
o especialmente autorizados en virtud del articulo 12 de la Directiva 86/609/CEE, podran aplicarse los méto-
dos descritos en la letra b) del punto 3.1.3 excepcionalmente cuando la persona responsable de la comerciali-
zacién del preparado pueda demostrar que resulta imposible establecer de forma adecuada sus propiedades
toxicoldgicas 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, deberdn 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.

Cuando la clasificacién deba basarse en los resultados obtenidos a partir de experimentos con animales, dichos
resultados se considerardn vdlidos para el hombre en la medida en que los ensayos reflejen de modo adecuado
los riesgos para el mismo.

La toxicidad oral aguda de las sustancias y preparados comercializados puede establecerse mediante un método
que permita establecer la dosis letal media (DLsj), estableciendo la dosis discriminante (método de la dosis fija)
o estableciendo el tramo de exposicién que se espera resulte letal (método de clasificacién de toxicidad aguda).

La dosis discriminante es la dosis que produce toxicidad evidente pero sin mortalidad, y debe ser uno de los
cuatro niveles de administracion 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 téxicos, producidos tras la exposicion a
la sustancia estudiada, que sean tan graves que la exposicion 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 s6lo se recogen los resultados de la prueba final. La dosis de
2 000 mg/kg debe utilizarse principalmente para obtener informacién sobre los efectos toxicos 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 evaluacién del método B.1 bis.

El tramo de exposicion del que se espera resulte letal se deduce de la observacién de la ausencia o presencia
de mortalidad relacionada con la sustancia tras aplicar el método de clasificacion de toxicidad aguda. En los
ensayos iniciales se utilizard una de las dosis iniciales (25, 200 o 2 000 mg per kg de peso corporal).
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3.2

El método de clasificacion 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.

Criterios de clasificacion, eleccion de los simbolos e indicaciones de peligro y eleccién de las frases de
riesgo

Muy toxicos

Las sustancias y preparados se clasificardn como muy téxicos y se les asignard el simbolo «T +» y la indicacién
de peligro «muy tdxico» siguiendo los criterios que se especifican a continuacion.

Las frases indicadoras de riesgos especificos se asignardn en funcién de los criterios siguientes:
R28 Muy téxico por ingestion
Toxicidad aguda:

— DLs; por via oral en rata: < 25 mg/kg,

— menos del 100 % de supervivencia a 5 mg/kg, via oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija,
0

— alta mortalidad con dosis < 25 mgfkg por via oral en rata mediante el método de clasificacién 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 téxico en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

— DLs, por penetracion cutdnea en rata o conejo: < 50 mg/kg.
R26 Muy téxico por inhalacién

Toxicidad aguda:
CLsq por inhalacién en rata para aerosoles o particulas: < 0,25 mgfl/4 h,

CLsq por inhalacién en rata para gases y vapores: < 0,5 mg/l/4 h.

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves

— Pruebas convincentes de que estos dafios irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el
punto 4, pueden ser provocados por una tinica exposicién por una via de administracién adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la via de administracién/exposicion se asignard una de las combinaciones siguientes: R39/26,
R39/27, R39/28, R39/26/27, R39/26/28, R39/27/28, R39/26/27/28.

Toxicos

Las sustancias y preparados se clasificardn como muy toxicos y se les asignard el simbolo «T» y la indicacién
de peligro, «t6xico», siguiendo los criterios que se especifican a continuacién. Las frases indicadoras de riesgos
especificos se asignardn en funcién de los criterios siguientes:

R25 Téxico por ingestién
Toxicidad aguda:

— DLs, por via oral en rata: 25 < DL;, < 200 mg/kg,

— dosis discriminante por via oral en rata: 5 mg/kg: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta,
o

— alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 25 y < 200 mg/kg por via oral en rata mediante el
método de clasificacion 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 Téxico en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

— DLs, por penetracion cutdnea en rata o conejo: 50 < DL;, < 400 mg/kg.
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R23 Téxico por inhalacién

Toxicidad aguda:
— (L, por inhalacién en rata para aerosoles o particulas: 0,25 < CLso < 1 mg/l/4h,

— CLs, por inhalacién en rata para gases y vapores: 0,5 < CLso < 2 mg/l/4 h.

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves
— Pruebas convincentes de que estos dafios irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el

punto 4, pueden ser provocados por una tinica exposicién por una via de administracién adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la via de administracién/exposicion se asignard 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 exposicion prolongada
— Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfoldgicos con importancia toxi-

colégica) como consecuencia de una exposicién repetida o prolongada, por una via de administra-
cién adecuada.

Las sustancias y los preparados se clasificardn por lo menos como «tdxicas» 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 via de administracién/exposicion se asignard 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 clasificardn como nocivos y se les asignard el simbolo «Xn» y la indicacion de
peligro «nocivo», siguiendo los criterios que se especifican a continuacién. Las frases indicadoras de riesgos
especificos se asignardn en funcién de los criterios siguientes:

R22 Nocivo por ingestién

Toxicidad aguda:
— DLs, por via oral en rata: 200 < DLsy < 2 000 mg/kg,
— dosis discriminante por via oral en rata, 50 mg/kg: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta,

— menos del 100 % de supervivencia a 500 mg/kg, via oral, en rata, por el procedimiento de la dosis
fija referida a la tabla de evaluacién en el método de ensayo B.1 bis del anexo V,

— alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 200 y < 2000 mg/kg por via oral en rata

mediante el método de clasificacion 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:

— DLs, por penetracidn cutdnea en rata o conejo: 400 < DL, < 2 000 mg/kg.
R20 Nocivo por inhalacién

Toxicidad aguda:
— CLs, por inhalacién en rata para aerosoles o particulas: 1 < CLs, < 5 mg/lf4 h,

— CLs, por inhalacién en rata para gases y vapores: 2 < LCsy < 20 mg/l/4 h.
R65 Nocivo: Si se ingiere puede causar dafio pulmonar

Sustancias y preparados liquidos que presenten riesgo de aspiracién para las personas debido a su baja
viscosidad:

a) en el caso de sustancias y preparados que contengan hidrocarburos aliféticos, aliciclicos o arométicos
en una concentracion total, igual o superior al 10 % y que tengan:
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— un perfodo de flujo inferior a 30 s en un recipiente ISO de 3 mm con arreglo a I1SO 2431 (edi-
cién de abril de 1996/julio de 1999), relativa a «Pinturas y barnices - Determinacién del tiempo
de flujo empleando copas de flujo»,

— una viscosidad cinemdtica medida con un viscosimetro capilar de cristal calibrado con arreglo a
I1SO 3104/3105 inferior a 7 x 107® m?[s a 40 ° C (ISO 3104, 1994 edicién de 1994, relativa a
«Productos petroliferos - Liquidos transparentes y opacos - Determinacién de la viscosidad cine-
mética y célculo de la viscosidad dindmica» ISO 3105, edicién de 1994, relativa a «Viscosimetros
capilares de vidrio, de viscosidad cinemdtica — Especificaciones e instrucciones de uso»), o

— una viscosidad cinemética derivada de las mediciones de la viscosimetria rotativa con arreglo a
ISO 3219 inferior a 7 x 107 m?/s a 40 ° C (ISO 3219, 1993 edicién de 1993, relativa a<Plasti-

cos —~ Polimeros|resinas en estado liquido, en emulsion o en dispersién - Determinacién de la
viscosidad con el viscosimetro rotacional, con una velocidad de deformacién en cizalla defi-
nida»);

obsérvese que las sustancias y preparados que cumplen estos criterios no tienen por qué ser clasifica-
dos si su tension superficial media es superior a 33 mN/m at 25 °C segin el tensiémetro 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, segtin la experiencia practica con personas.

R68 Posibilidad de efectos irreversibles

— Pruebas convincentes de que estos dafios irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el
punto 4, pueden ser provocados por una tinica exposicion por una via de administracién adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la via de administracién/exposicion se asignard 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 exposicién prolongada

— Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfolégicos con importancia toxi-
colégica) como consecuencia de una exposicion repetida o prolongada, por una via de administra-
cién adecuada.

Las sustancias y los preparados se clasificardn al menos como «nocivas» cuando estos efectos se observen
con dosis del orden de:

17

— via oral en rata: rat < 50 mg/kg (peso corporal)/dia,
— penetracién cutdnea en rata o conejo: < 100 mg/kg (peso corporal)/dia,

— por inhalacién en rata: < 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 subcrénica (90 dias). Con los estudios de toxicidad subaguda (28 dias),
las cifras deberdn aumentarse en un factor de 3 aproximadamente. Si se puede disponer de un estudio de toxi-
cidad crénica (dos afios), los resultados se evaluardn caso por caso. Cuando se disponga de estudios de mds de
un periodo de tiempo, se tomardn en consideracion por lo general los resultados de los estudios de mayor
duracién.

Para indicar la via de administracion/exposicién se asignard una de las combinaciones siguientes: R48/20,
R48/21, R48/22, R48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

Comentarios concernientes a las sustancias voldtiles

En el caso de ciertas sustancias con una elevada concentraciéon de vapor saturado, puede haber indicios de
efectos preocupantes. Tales sustancias pueden no estar clasificadas segin los criterios de efectos para la salud
recogidos en esta gufa (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, podrd ser
necesario clasificarlas en el anexo I, segiin cada caso concreto.

Comentarios acerca del uso de la frase R48

El uso de esta frase de riesgo se refiere a la gama especifica de efectos bioldgicos que se describen a continua-
cién. Para aplicar la frase R48 es necesario considerar que los efectos graves para la salud incluyen la muerte,
trastornos funcionales graves o cambios morfoldgicos de importancia toxicoldgica. Es especialmente impor-
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3.2.5.

tante que los cambios sean irreversibles. No sélo hay que tener en cuenta los cambios especificos profundos
que afecten a un solo 6rgano o sistema, sino también los cambios de menor importancia, pero generalizados,
que afecten a diversos 6rganos, 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:

muerte provocada por la sustancia;

i) cambios funcionales profundos en el sistema nervioso central o periférico, incluidos vista, oido y
olfato, que se evaluardn por medio de exdmenes clinicos u otros métodos adecuados (por ejem-
plo, electrofisiologia);

ii) cambios funcionales profundos en otros sistemas orgdnicos (por ejemplo, el pulmén);

cualquier cambio constante en los pardmetros de andlisis de orina, hematologia o bioquimica clinica
que indique una disfuncién orgédnica grave. Tienen especial importancia los trastornos hematoldgicos
si de las pruebas se desprende que pueden reducir la producciéon medular de células sanguineas;

dafios orgdnicos graves apreciados en el examen microscopico de la autopsia:

i) necrosis profunda o extendida, fibrosis o formacién de granulomas en 6rganos vitales con capa-
cidad regenerativa (por ejemplo, el higado);

ii) cambios morfolégicos profundos potencialmente reversibles pero que demuestren claramente la
existencia de una disfuncion orgdnica acusada (por ejemplo, degeneracién grasa en el higado,
nefrosis tubular aguda del rifién, gastritis ulcerosa), o

i) indicios de muerte celular apreciable en 6rganos vitales sin capacidad regenerativa (por ejemplo,
fibrosis del miocardio o degeneracion retrégrada de un nervio) o en poblaciones de células pri-
mordiales (por ejemplo, aplasia o hipoplasia de la médula dsea).

Los datos anteriores se obtendrdn por lo general a partir de experimentos con animales. Cuando se anali-
cen datos procedentes de la experiencia practica habrd de prestarse especial atencién a los niveles de
exposicion.

2)  Pruebas que indiquen que no debe aplicarse la frase R48

La R48 estd restringida a «efectos graves para la salud en caso de exposicién 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 quimica no produce ningdn efecto. Entre los ejemplos de cambios demostrados que, por
regla general, no justificarfan la asignacién de la frase R48 a una sustancia —independientemente de su
importancia estadistica— se pueden mencionar:

a) apreciacion clinica o cambios en el aumento de peso corporal, o en el consumo de alimentos o agua,
que puedan tener importancia toxicoldgica sin dar lugar por ello a «efectos graves»;

b) ligeros cambios en los pardmetros de andlisis urinario, hematologia o bioquimica clinica que sean
dudosos o que presenten una importancia minima desde el punto de vista toxicoldgico;

¢) cambios en el peso de los 6rganos sin que haya pruebas de disfuncién orgénica;

d) respuestas adaptativas (por ejemplo, migracion de macréfagos a los pulmones, hipertrofia hepdtica e
induccién enzimatica, respuestas hiperpldsicas a las sustancias irritantes). A una sustancia que tenga
efectos locales en la piel al ser aplicada repetidamente se le atribuird preferiblemente la frase R38:
drrita la pieb, o

¢) en los casos en que se haya demostrado que existe un mecanismo téxico especifico de especie (por
ejemplo, por vias metabdlicas especificas).

Corrosivos

Las sustancias y preparados se clasificardn como corrosivos y se les asignard el simbolo «C» y la indicacién de
peligro «corrosivo» siguiendo los criterios que se especifican a continuacion.

— 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 irritacion cutédnea citado en el anexo V o con un método equivalente,
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— la clasificacién podréd basarse en los resultados de ensayos in vitro validados como el citado en el anexo V
(B.40. Corrosién cutdnea: ensayo de resistencia eléctrica transcutdnea en piel de rata y ensayo con modelo
de piel humana),

— una sustancia o preparado también se considerard corrosivo si dicho resultado fuera previsible, por ejem-
plo, tratdndose de reacciones fuertemente alcalinas o dcidas (pH demostrado inferior o igual a 2 o bien
superior o igual a 11,5). No obstante, también podrd tomarse en consideracion la reserva dcidofalca-
lina () cuando la clasificacién se base en un pH extremo. Si la reserva 4cido/alcalina indica que la sustan-
cia o el preparado no pueden ser corrosivos deberan realizarse mas ensayos para confirmar dicho punto,
utilizando preferentemente métodos in vitro convenientemente validados. La reserva dcidofalcalina no se
utilizard tinicamente para eximir sustancias o preparados de ser clasificados como corrosivos.

Las frases indicadoras de riesgos especificos se asignardn en funcién 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 exposicién 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 exposicion que no sobrepase las cuatro horas, o si dicho
resultado fuera previsible.

— Hidroperodxidos orgénicos, excepto cuando se demuestre lo contrario.
Notas:

Cuando la clasificacién se base en los resultados de un ensayo in vitro validado, deberd aplicarse R35 o R34 en
funcién de la capacidad del método de ensayo para distinguir entre ambas designaciones.

Cuando la clasificacién se base Gnicamente en un pH extremo, se aplicard R35.

3.2.6.  Irritantes

Las sustancias y preparados se clasificarin como irritantes y se les asignard el simbolo «Xi» y la indicacién de
peligro «rritante», siguiendo los criterios que se especifican a continuacién.

3.2.6.1. Inflamacién de la piel

La frase indicadora de riesgo que sigue se asignard en funcién de los criterios siguientes:

R38 Irrita la piel

— Sustancias y preparados que producen una inflamacién cutdnea importante, la cual persiste al menos
24 horas tras un periodo de exposicién que no sobrepase las cuatro horas, cuando se realiza la deter-
minacién con el conejo segtin el método de ensayo de irritacion cutdnea que figura en el anexo V.

La inflamacién cutdnea se considerard importante si:

a) el valor medio de los resultados de la formacion 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 mds animales la formacién 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 deberdn utilizarse todos los resultados de
cada uno de los periodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.

La inflamacién cutdnea también se considerard importante si persiste en un minimo de dos animales
al final del periodo de observacién. También deberdn tenerse en cuenta efectos especiales como, por
ejemplo, hiperplasia, descamacion, decoloracién, formacién de fisuras o costras o alopecia.

() 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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3.2.6.2.

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 inflamacion cutdnea importante por contacto inmediato,
prolongado o repetido, comprobada en observaciones practicas en seres humanos.

— Peréxidos orgénicos, 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 clasificacién como Xi; R38. No obstante, debe aplicarse la frase S24 a las sus-
tancias que produzcan este efecto.

Lesiones oculares

Las frases indicadoras de riesgos que siguen se asignardn en funcion de los criterios correspondientes:

R36 Irrita los ojos

R41

— Sustancias y preparados que, al aplicarse al ojo del animal, producen importantes lesiones oculares
que aparecen en el plazo de 72 horas tras la exposicién y que persisten durante al menos 24 horas.

Una lesion ocular se considerard importante si los valores medios de los resultados del ensayo de irrita-
cién ocular citado en el anexo V son alguno de los siguientes:

— opacidad de la cornea: igual o superior a 2 pero inferior a 3,
— lesion 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
mds animales son equivalentes a alguno de estos valores, salvo para la lesion del iris, en cuyo caso el
valor deberd ser igual o superior a 1 pero inferior a 2, y para el enrojecimiento de la conjuntiva, caso en
que el valor deberd ser igual o superior a 2,5.

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberdn utilizarse todos los resultados de cada
uno de los periodos 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 préctica con seres humanos.

— Peréxidos orgdnicos, salvo cuando se demuestre lo contrario.

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 exposicién y que persisten durante al menos 24 horas.

Las lesiones oculares se considerardn graves si la media de los resultados del ensayo de irritacién ocular
del anexo V tiene alguno de los valores siguientes:

— opacidad de la cérnea: igual o superior a 3,

— lesion del iris: superior a 1,5.

También se considerardn graves las lesiones, si el ensayo se realiza con tres animales, cuando dichas lesio-
nes sean equivalentes, en dos animales 0 mds, a alguno de los valores siguientes:

— opacidad de la cornea: igual o superior a 3,

— lesion del iris: igual a 2.

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberdn utilizarse todos los resultados de cada
uno de los periodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.
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3.2.6.3.

3.2.7.1.

Las lesiones oculares también se considerardn graves si persisten al final del periodo de observacion.

También se considerardn graves las lesiones oculares si la sustancia o preparado produce coloracién irreversi-
ble de los ojos.

— Sustancias y preparados que producen lesiones oculares graves, comprobadas en la experiencia practica
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 considerard implicito el riesgo de lesién ocular grave y no se incluird R41 en la etiqueta.

Irritacién del aparato respiratorio

La frase indicadora de riesgo que sigue se asignard en funcién de los criterios siguientes:
R37 Irrita las vias respiratorias

Sustancias y preparados que pueden producir una irritacién grave del aparato respiratorio, basindose
principalmente en:

— la observacion préctica de personas,

— los resultados positivos de ensayos adecuados con animales.
Comentarios acerca del uso de R37

Al interpretar las observaciones practicas en personas, habrd que tener cuidado en distinguir los efectos que
conducen a la clasificacion con R48 (véase el punto 3.2.4) de aquellos que llevan a la clasificacién con R37.
Las situaciones que normalmente llevan a la clasificacion con R37 son reversibles y suelen estar limitadas a las
vias respiratorias superiores.

Entre los resultados positivos de ensayos adecuados con animales se cuentan los datos de los ensayos generales
de toxicidad, incluidos los datos histopatoldgicos del aparato respiratorio. Para juzgar la irritacién de las vias
respiratorias, se podran utilizar también los datos de la medicion de la bradipnea experimental.

Sustancias y preparados sensibilizantes
Sensibilizacion por inhalacién

Las sustancias y preparados se clasificardn como sensibilizantes y recibirdn el simbolo «Xn», la indicacién de
peligro «Nocivo» y la frase de riesgo R42 segtin los criterios indicados a continuacién:

R42 Posibilidad de sensibilizacion por inhalacién

— si hay pruebas de que dichas sustancias o preparados pueden provocar hipersensibilidad respiratoria
especifica,

— i 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 especifica.

Comentarios acerca del uso de R42:
Pruebas en las personas

Las pruebas de que una sustancia o preparado puede causar hipersensibilidad respiratoria especifica debe-
rdn estar basadas normalmente en experiencias con personas. En este caso, la hipersensibilidad se traduce
normalmente por asma, pero se considerardn también otras reacciones de hipersensibilidad como la rini-
tis y la alveolitis. La alteracién tendrd el cardcter clinico de una reaccién alérgica. No obstante, no tendrdn
que demostrarse los mecanismos inmunoldgicos.

Al considerar las pruebas de exposicién en las personas, para tomar una decisién sobre la clasificacion
serd necesario, ademds de las pruebas de los casos, tener en cuenta:

— el tamafio de la poblacién expuesta,

— la importancia de la exposicion.
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Las pruebas a las que se hace referencia anteriormente pueden ser:

— el historial clinico y los datos de los ensayos adecuados de funcién pulmonar relacionados con la
exposicion a la sustancia, confirmados por otras pruebas de apoyo que pudieran incluir:

— una estructura quimica similar a la de sustancias de las que se sabe causan hipersensibilidad res-
piratoria,

— un ensayo inmunoldgico in vivo (por ejemplo: ensayo de pinchazo en la piel)
— un ensayo inmunoldgico in vitro (por ejemplo: andlisis seroldgico),

— estudios que indiquen otros mecanismos especificos de accién no inmunoldgicos, por ejwmplo:
irritacién repetida de baja intensidad, efectos de mediacion farmacoldgica, o

— datos de ensayos positivos de estimulacion bronquial con la sustancia realizados de acuerdo con
directrices aprobadas para la determinacién de una reaccién de hipersensibilidad especifica.

El historial clinico deberd incluir tanto la historia médica como la laboral para determinar la relacion
entre la exposicién a una sustancia o preparado especifico y el desarrollo de la hipersensibilidad especi-
fica. Entre la informacion pertinente se incluirdn factores agravantes tanto en casa como en el lugar de
trabajo, la aparicion y la evolucion de la enfermedad, los antecedentes familiares y el historial médico del
paciente en cuestion. El historial médico incluird también informacién sobre toda enfermedad alérgica o
respiratoria desde la infancia y si el paciente es fumador o no.

Los resultados de los ensayos de estimulacion bronquial positivos serdn considerados por si mismos
prueba suficiente para la clasificaciéon. Sin embargo, se sabe que en realidad ya se habrn realizado
muchos de los exdmenes anteriormente enumerados.

A las sustancias que causan sintomas de asma por irritacién dnicamente en personas con hiperreactividad
bronquial no se les asignard la frase R42.

Estudios en animales

Los datos de los ensayos que son indicativos del potencial de una sustancia o preparado para causar sen-
sibilizacion por inhalacién en las personas incluyen:

— mediciones de IgE (por ejemplo: en ratones), o

— respuesta pulmonar especifica en los cobayas.
3.2.7.2. Sensibilizacion por contacto cutdneo

Las sustancias y preparados se clasificardn como sensibilizantes y recibirdn el simbolo «Xi», la indicacién de
peligro «rritante» y la frase de riesgo R43 segtin los criterios indicados a continuacién:

R43 Posibilidad de sensibilizacion en contacto con la piel

— si la experiencia préctica demuestra que la sustancia o preparado es capaz de inducir sensibilizacion
por contacto con la piel en un nimero 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 practicas) son suficientes para clasificar una sustancia o preparado
con R43:

— datos positivos de ensayos apropiados con parches, normalmente en mds de una clinica dermatolé-
gica,

— estudios epidemioldgicos 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 sintomas caracte-
risticos deben considerarse con especial cuidado, incluso si el niimero de casos es pequefio, o

— datos positivos de estudios experimentales con personas (véase el punto 3.1.1).

Para clasificar una sustancia con R43 serd suficiente, si hay pruebas que apoyen lo siguiente:
— episodios aislados de dermatitis alérgica de contacto, o

— estudios epidemioldgicos en los que no se hayan descartado totalmente con confianza razonable las
casualidades, los sesgos o los factores de confusion.
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Entre las pruebas de apoyo podrédn incluirse:

— datos de ensayos con animales efectuados de acuerdo con directrices existentes, con un resultado que
no cumpla los criterios expuestos en la seccion dedicada a estudios con animales, pero estén suficien-
temente cerca del limite como para considerarlos significativos,

— datos de métodos no normalizados, o

— relaciones adecuadas entre estructura y actividad.
Estudios en animales

Se consideraran resultados positivos en los ensayos con animales:

— en el caso del método de ensayo con adyuvante de sensibilizacién de la piel descrito en el anexo V o
en caso de otros métodos de ensayo con adyuvante, se considerard positiva una respuesta en al
menos el 30 % de los animales,

— en cualquier otro método de ensayo se considerard positiva una repuesta de al menos el 15 %.

3.2.7.3. Urticaria inmunoldgica de contacto

Algunas sustancias o preparados que cumplen los criterios de R42 pueden causar, ademds, urticaria inmunolé-
gica de contacto. En esos casos, se incluird en la ficha de datos de seguridad la informacién sobre la misma
mediante las frases S adecuadas, normalmente las $24 y $36/37.

En el caso de las sustancias o preparados que provocan signos de urticaria inmunolégica de contacto que no
cumplen los criterios de R42, se considerard ¢l clasificarlas con R43.

No hay modelo animal reconocido disponible para determinar las sustancias que causan urticarias inmunol6gi-
cas de contacto. Por lo tanto, la clasificacion se basard normalmente en pruebas con personas que serdn simila-
res a las de sensibilizacién de la piel (R43).

Otras propiedades toxicoldgicas

Se asignardn otras frases de riesgo a las sustancias y preparados clasificados en virtud de los puntos 2.2.1 a
3.2.7 yfo puntos 4 y 5 de acuerdo con los criterios siguientes (basados en la experiencia adquirida en la aplica-
cion del anexo I).

R29 En contacto con agua libera gases téxicos

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o con el aire hdmedo, liberan gases muy tdxicos/t6-
xicos en cantidades potencialmente peligrosas; por ejemplo, el fosfuro de aluminio, el pentasulfuro de f6s-
foro.

R31 En contacto con 4cidos libera gases toxicos

Sustancias y preparados que reaccionan con dcidos desprendiendo gases téxicos 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, serfa preferible utilizar la frase S50 [no mezclar con . . . (a especificar por
el fabricante)].

R32 En contacto con 4cidos libera gases muy toxicos
Sustancias y preparados que reaccionan con 4cidos desprendiendo gases muy téxicos en cantidades peli-
grosas; por ejemplo, las sales del dcido cianhidrico o la azida sédica. En cuanto a las sustancias utilizadas
por los consumidores en general, serfa preferible utilizar la frase S50 [no mezclar con . . . (a especificar
por el fabricante)].

R33 Peligro de efectos acumulativos

Para las sustancias y preparados cuya acumulacion en el cuerpo humano, aun siendo preocupante, no
revista una importancia que justifique el uso de la frase R48.

En relacién 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 nifios 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 niflo lactante.
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En relacién 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 exposicion repetida puede provocar sequedad o formacién de grietas en la piel.

Sustancias y preparados que pueden producir sequedad, descamacién o formacién de grietas en la piel,
pero no cumplen los criterios de la frase R38 sobre la base de:

— la observacion préctica tras manipulaciéon y uso normal, o

— datos de sus efectos previstos sobre la piel.
Véanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7.
R67 La inhalacién de vapores puede provocar somnolencia y vértigo

Sustancias y preparados volatiles que contengan sustancias que puedan causar sintomas claros de depre-
sion del sistema nervioso central por inhalacién y que no estén clasificados ya en funcién de su toxicidad
aguda por inhalacién (R20, R23, R26, R68/20, R39/23 o R39/26).

Se podrén aportar los datos siguientes:

a) datos de estudios sobre animales que muestren claros signos de depresién del SNC como, por ejem-
plo, efectos narcéticos, letargia, falta de coordinacion (incluida la pérdida del reflejo de endereza-
miento) y ataxia, ya sea:

— a concentraciones/tiempos de exposicién no superiores a 20 mg/l/4h, o

— con un cociente < 1/10 entre la concentracién del efecto a < 4 h y la concentraciéon de vapor
saturado (CVS) a 20 ° C.

(b) experiencias précticas con seres humanos (por ejemplo: narcosis, somnolencia, aturdimiento, pérdida
de reflejos, falta de coordinacién y vértigo) incluidas en informes bien documentados en condiciones
de exposicién 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

CLASIFICACION SEGUN SUS EFECTOS ESPECIFICOS SOBRE LA SALUD HUMANA

Introduccién

El presente capitulo 4 establece el procedimiento de clasificacién de las sustancias que pueden tener los efectos
mencionados a continuacién. En lo relativo a los preparados, véase el punto 4.2.4.

Si un fabricante, distribuidor o importador dispone de informacién 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, etiquetard provisionalmente
dicha sustancia con arreglo a tales criterios, a partir de una evaluacién de las pruebas realizada por una per-
sona competente.

El fabricante, distribuidor o importador presentard lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice
la sustancia un documento que resuma toda la informacion pertinente. En este contexto, se considerard perti-
nente toda informacion, publicada o no, necesaria para clasificar adecuadamente la sustancia en cuestion sobre
la base de sus propiedades intrinsecas de acuerdo con las categorfas establecidas en el apartado 2 del articulo
2 y segun los criterios del presente anexo. El resumen enviado contendrd una bibliografia exhaustiva, incluidos
cualesquiera datos pertinentes no publicados.

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 dAdemds, si el fabricante, distribuidor o importador dispone de nuevos datos pertinentes para la clasifica-
cién o etiquetado de una sustancia, conforme a los criterios establecidos en los puntos 4.2.1, 4.2.2 0 4.2.3, los
presentard a uno de los Estados miembros en que se comercialice la sustancia, en el plazo mds 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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4.2

4.2.1.1.

Con vistas a alcanzar lo antes posible una clasificacién armonizada para la Comunidad, segtn el procedi-
miento previsto en el articulo 28 de la presente Directiva, los Estados miembros que dispongan de informa-
cién, suministrada o no por el fabricante, que justifique la clasificacién de una sustancia en una u otra de
dichas categorfas, deberdn remitirla con la mayor brevedad a la Comisién, acompafiada de una propuesta de
clasificacién y etiquetado.

La Comisién enviard a los otros Estados miembros la propuesta de clasificacién y etiquetado que haya reci-
bido. Cualquier Estado miembro puede solicitar a la Comisién que le comunique la informacién que obre en
su poder.

Cualquier Estado miembro que, por razones concretas, estime inapropiados la clasificacién y el etiquetado
sugeridos, en lo que se refiere a los efectos carcinogénicos, mutagénicos o tdéxicos para la reproduccién, lo
pondré en conocimiento de la Comisién.

Criterios de clasificacion, indicaciones de peligro, eleccién de las frases de riesgo

Sustancias carcinogénicas

En lo referente a la clasificacion y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorias:

Primera categoria

Sustancias que, se sabe, son carcinogénicas para el hombre. Se dispone de elementos suficientes para establecer
la existencia de una relacién de causafefecto entre la exposicion del hombre a tales sustancias y la aparicién
del cancer.

Segunda categoria

Sustancias que pueden considerarse como carcinogénicas para el hombre. Se dispone de suficientes elementos
para suponer que la exposicion del hombre a tales sustancias puede producir cdncer. Dicha presuncién se fun-
damenta generalmente en:

— estudios apropiados a largo plazo en animales,

— otro tipo de informacién pertinente.
Tercera categoria

Sustancias cuyos posibles efectos carcinogénicos en el hombre son preocupantes, pero de las que no se dis-
pone de informacion suficiente para realizar una evaluacién satisfactoria. Hay algunas pruebas procedentes de
andlisis con animales, pero que resultan insuficientes para incluirlas en la segunda categorfa.

Se les asignardn las siguientes frases de riesgos especificos:
Primera y segunda categorfa:

a las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la primera y segunda categorias se les asignard el simbolo
«T» y la frase de riesgo:

R45 Puede causar cdncer

No obstante, en el caso de sustancias y preparados que presenten riesgo de carcinogénesis solo al ser inhala-
dos, por ejemplo, en forma de polvo, vapor o humo (otras vias de exposicién —por ejemplo, por ingestiéon o
por contacto con la piel— no plantean riesgo de carcinogénesis) se asignard el simbolo «T» y la frase de riesgo
especifico:

R49 Puede causar cdncer por inhalacién

Tercera categoria:

a las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la tercera categorfa se les asignard el simbolo «Xn» y la
frase de riesgo:

R40 Posibles efectos cancerigenos
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4.2.2.

4.2.2.1.

Observaciones respecto a la clasificacién de las sustancias carcinogénicas

Las sustancias se clasifican dentro de la primera categoria a partir de datos epidemioldgicos; la clasificacién
dentro de la segunda y tercera categorias se basan en experimentos con animales.

Para que la sustancia se clasifique en la segunda categorfa «carcindgena», serd 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 metabdlicos o bioquimicos, induccién de tumores
benignos, relacién estructural con otras sustancias carcinogénicas conocidas, o datos de estudios epidemioldgi-
cos que sugieran una relacion.

La tercera categoria comprende dos subcategorias:

a) sustancias sobre las que se ha investigado pero de las que no hay suficientes pruebas sobre la induccién
de tumores para incluirlas en la segunda categorfa, y no es probable que con mds experimentos se pueda
obtener la informacién necesaria para su clasificacion;

b)  sustancias sobre las que no se ha investigado bastante. Los datos disponibles son inadecuados, pero preo-
cupantes en relacién con el hombre. La clasificacién es provisional y se requieren mds experimentos antes
de adoptar una decisién definitiva.

Para distinguir entre la segunda y tercera categorfas, se aplicardn los criterios enumerados a continuacion.
Estos criterios, especialmente cuando estin combinados, en la mayoria de los casos darian como resultado la
clasificacién en la tercera categoria, aun cuando se hayan inducido tumores en los animales:

— efectos carcinogénicos sélo con niveles de dosis muy elevados que excedan la «dosis mdxima tolerada».
Esta dltima se caracteriza por la aparicién de efectos toxicos que, si bien no reducen el periodo de vida,
van acompafiados de cambios fisicos como, por ejemplo, un 10 % de retraso en el aumento de peso,

— aparicién de tumores, especialmente en niveles altos de dosis, tinicamente en érganos concretos de deter-
minadas especies que son proclives a la formacion espontdnea de tumores,

— aparicién de tumores en sistemas de ensayos muy sensibles, solamente en el lugar donde se ha producido
la aplicacion (por ejemplo, aplicacién intraperitoneal o subcutdnea 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 actuacién secundario que, por encima de un cierto nivel de dosis, implica
un nuevo umbral prictico (por ejemplo, efectos hormonales en 6rganos o en mecanismos de regulacion
fisioldgica, estimulacion crénica de la proliferacion celular),

— existencia de mecanismos especificos de especie para la formacién de tumores (por ejemplo, a través de
vias metabdlicas especificas) que no afectan al hombre.

Para establecer la distincion entre la tercera categoria y los criterios de no clasificacion, se tendrdn en cuenta
aquellos que excluyan los posibles efectos en el hombre:

— la sustancia no se clasificard en ninguna de las categorias en caso de que el mecanismo de formacién
experimental de tumores esté claramente identificado y existan pruebas contundentes de que el proceso
no puede extrapolarse al hombre,

— la sustancia podré no clasificarse en ninguna de las categorfas en caso de que los tinicos datos disponibles
sean tumores hepdticos en ciertas variedades sensibles de ratones, sin que haya otro tipo de evidencia
suplementaria,

— se prestard especial atencion a los casos en que los tinicos datos disponibles sean la aparicién de neopla-
sias en zonas o especies a las que se conoce una gran incidencia de formaciones espontdneas.

Sustancias mutagénicas

En lo referente a la clasificacion y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorias:
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Primera categoria
Sustancias que, se sabe, son mutagénicas para el hombre.

Se dispone de elementos suficientes para establecer la existencia de una relacién de causa-efecto entre la expo-
sicién del hombre a tales sustancias y la aparicién de alteraciones genéticas hereditarias.

Segunda categoria
Sustancias que pueden considerarse como mutagénicas para el hombre.

Se dispone de suficientes elementos para suponer que la exposicién del hombre a tales sustancias puede pro-
ducir alteraciones genéticas hereditarias. Dicha presuncién se fundamenta generalmente en:

— estudios apropiados en animales,

— otro tipo de informacién pertinente.
Tercera categoria

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 categorfa.

Se les asignardn las siguientes frases de riesgos especificos:
Primera y segunda categoria:

a las sustancias clasificadas como mutagénicas de la primera y segunda categorias se les asignard el simbolo
«T» y la frase de riesgo:

R46 Puede causar alteraciones genéticas hereditarias
Tercera categoria:

a las sustancias clasificadas como mutagénicas de la tercera categoria se les asignard el simbolo Xn» y la frase
de riesgo:

R68 Posibilidad de efectos irreversibles

Observaciones respecto a la clasificacién de las sustancias mutagénicas

Definicién de los términos:

Una mutacién es un cambio permanente en la cantidad o la estructura del material genético de un organismo
que produce un cambio de las caracteristicas 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 mutacién se produce en células germinales de organismos con reproduccién sexual, puede
transmitirse a la descendencia. Un mutagénico es un agente que provoca un aumento de mutaciones.

Cabe sefialar que las sustancias se clasifican como mutdgenas con referencia especifica a las malformaciones
genéticas heredadas. No obstante, se considera que, por regla general, los resultados que implican la clasifica-
cién de los productos quimicos en la tercera categoria (dnduccién de cambios con incidencia genética en célu-
las somaticas») constituyen una advertencia de la posible existencia de carcinogénesis.

La elaboracién de métodos de ensayo sobre mutagenicidad es un proceso continuo. En muchos de los nuevos
ensayos se emplean protocolos y criterios de evaluacién 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 validacion del método de
ensayo.

Primera categoria

Para clasificar la sustancia en la primera categorfa se necesitan pruebas positivas a partir de los estudios epide-
mioldgicos de que se han producido mutaciones en el hombre. Hasta el momento no se conocen ejemplos de



L 225/286 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 21.8.2001

tales sustancias. Es evidente lo extremadamente dificil 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 categoria

Para clasificar la sustancia en la segunda categoria, se requieren resultados positivos que indiquen: a) efectos
mutagénicos; b) otro tipo de interaccion celular que afecte a la mutagenicidad, obtenidos en células germinales
de mamiferos in vivo, o ¢) efectos mutagénicos en células somdticas de mamiferos in vivo, junto con la demos-
tracion fehaciente de que la sustancia, o un metabolito relevante, alcanza las células germinales.

Con respecto a la clasificacion en la segunda categorfa, los métodos actuales mds adecuados son:

2 a) Estudios de mutagenicidad de células germinales in vivo:
— ensayos de mutacién local especifica,
— ensayos de traslocacién hereditaria,

— ensayos de mutacién letal dominante.

Estos estudios demuestran realmente si la descendencia ha resultado afectada o si existen malformaciones en el
embrion en desarrollo;

2b

=

estudios in vivo que demuestren la interaccién con las células germinales (por lo general, ADN):

— deteccién de anormalidades cromosémicas —por ejemplo, andlisis citogenéticos—, incluida la aneu-
ploidia, causadas por la segregacion deficiente de cromosomas,

— ensayos de intercambio de cromdtidas hermanas,
— ensayos de sintesis de ADN no programada,
— estudios de unién (covalente) del mutagénico al ADN de las células germinales,

— estudio de otras lesiones del ADN.

Estos estudios aportan pruebas de cardcter mds o menos indirecto. Los resultados positivos de estos ensayos
por lo general se verdn confirmados por los resultados positivos de otros ensayos de mutagenicidad de células
somdticas in vivo, en mamiferos o en el hombre (véase la tercera categorfa, con preferencia los métodos
expuestos en 3 a)).

2 ¢) estudios in vivo que demuestren los efectos mutagénicos en las células somdticas de los mamiferos (véase
3 (a)), en combinacién 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 2¢), los resultados positivos de ensayos en los que interviene el huésped o la demostra-
cién de efectos inequivocos en los ensayos in vitro pueden considerarse pruebas de apoyo.

Tercera categoria

Para clasificar la sustancia en la tercera categoria, se requieren resultados positivos en las células somdticas de
mamiferos in vivo que indiquen la existencia de: a) efectos mutagénicos, o b) otro tipo de interaccién celular
con incidencia en la mutagenicidad. Especialmente, el dltimo supuesto se verd confirmado por los resultados
positivos de los estudios de mutagenicidad in vitro.

Para estudiar los efectos en las células somdticas in vivo se consideran apropiados los métodos siguientes:

3 a) estudios de mutagenicidad de células somaticas in vivo:
— ensayos de micronticleos de médula dsea o andlisis en la metafase,
— andlisis de los linfocitos periféricos en la metafase,

— ensayo de la mancha del pelo en ratén;
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3b

estudios de interaccion del ADN de las células somdticas in vivo:

=

— ensayos de intercambio de cromdtidas hermanas en células somaticas,
— ensayos de sintesis de ADN no programada en células somaticas,
— estudios de unién (covalente) del mutagénico al ADN de la célula somatica,

— estudios de lesiones del ADN en células somadticas (por ejemplo, por elucién alcalina).

Por norma general, las sustancias que den resultados positivos solamente en uno o mds estudios de mutageni-
cidad in vitro no se clasificardn. 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 clasificacion en la tercera categorfa.

Sustancias toxicas para la reproduccion

En lo referente a la clasificacion y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorias:

Primera categoria

Sustancias de las que se sabe que perjudican la fertilidad de los seres humanos

Se dispone de pruebas suficientes para establecer una relacién entre la exposicion 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 relacion entre la exposicion de los seres humanos a la
sustancia y la aparicién posterior de efectos toxicos para el desarrollo de la descendencia.

Segunda categoria

Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos

Se dispone de elementos suficientes para suponer firmemente que la exposicion 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 téxicos o
bien pruebas de problemas para la fertilidad que se presentan aproximadamente a los mismos niveles de
dosis que otros efectos toxicos pero no pueden considerarse como consecuencia secundaria inespecifica
de los otros efectos téxicos,

— otros datos pertinentes.

Sustancias que deben considerarse como téxicos para el desarrollo de los seres humanos

Se dispone de elementos suficientes para suponer firmemente que la exposicion 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 toxicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecifica de los otros efectos
toxicos,

— otros datos pertinentes.
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Tercera categoria
Sustancias preocupantes para la fertilidad humana

Esta preocupacién 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 toxicos, o bien pruebas de pro-
blemas para la fertilidad presentes a, aproximadamente, los mismos niveles de dosis que otros efectos
toxicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecifica de los otros efectos téxicos, y
sin que las pruebas sean suficientes para clasificar la sustancia en la categoria 2,

— otros datos pertinentes.
Sustancias preocupantes para los seres humanos por sus posibles efectos toxicos para el desarrollo

Esta preocupacion 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 tdxicos pero sin que
trate de una consecuencia secundaria inespecifica de los otros efectos téxicos, y sin que las pruebas sean
suficientes para clasificar la sustancia en la categorfa 2,

— otros datos pertinentes.

Se les asignardn las siguientes frases de riesgos especificos:
Primera categoria

Sustancias que perjudican la fertilidad de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como toxicas para la reproduccién de la primera categorfa se les asignard el sim-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R60 Puede perjudicar la fertilidad

Sustancias que producen toxicidad para el desarrollo:

a las sustancias clasificadas como toxicas para la reproduccion de la primera categoria se les asignard el sim-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R61 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto
Segunda categoria
Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como téxicas para la reproduccién de la segunda categoria se les asignard el sim-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R60 Puede perjudicar la fertilidad

Sustancias que deben considerarse como téxicos para el desarrollo de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como toxicas para la reproduccion de la segunda categorfa se les asignard el sim-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R61 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto
Tercera categoria
Sustancias preocupantes para la fertilidad humana:

a las sustancias clasificadas como tdxicas para la reproduccion de la tercera categoria se les asignard el simbolo
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 toxicos para el desarrollo:

a las sustancias clasificadas como tdxicas para la reproduccion de la tercera categoria se les asignard el simbolo
«Xn» y la frase de riesgo:

R63 Posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto

Observaciones relativas a la clasificacion de las sustancias téxicas para la reproduccién

La toxicidad para la reproduccién incluye el deterioro de la funcién o capacidad reproductora masculina y
femenina, asi como la induccién de efectos nocivos no hereditarios en la descendencia. Asi 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 fisioldgica que pueden interferir con la capacidad de fertilizar, el propio proceso de
fertilizacion o el desarrollo del huevo fecundado hasta la fase de implantacién, con inclusién de esta
ultima.

2. Toxicidad del desarrollo, en su sentido méds amplio para incluir cualquier efecto que interfiera con el desa-
rrollo normal, tanto antes como después del nacimiento. Aqui se incluyen los efectos inducidos o mani-
festados en época prenatal asi como los que se manifiestan tras el nacimiento. Se incluyen efectos
embriotoxicos/fetotéxicos como disminucién del peso corporal, retraso del crecimiento y del desarrollo,
toxicidad para los érganos, muerte, aborto, defectos estructurales (efectos teratogénicos), defectos funcio-
nales, defectos peri-posnatales, y problemas de desarrollo fisico o mental tras el nacimiento hasta la fase
de desarrollo de la pubertad normal, con inclusién de ésta.

La clasificacion de los productos quimicos como toxicos para la reproduccion debe aplicarse a los productos
quimicos que tengan la propiedad intrinseca o especifica de producir tales efectos toxicos. Los productos qui-
micos no deberdn clasificarse como téxicos para la reproduccion cuando dichos efectos sean producidos exclu-
sivamente como consecuencia secundaria inespecifica de otros efectos tdxicos. Los productos quimicos mds
preocupantes en relacién con los téxicos para la reproduccién son aquellos que a niveles de exposicién no
producen otros signos de toxicidad.

La inclusién de un compuesto en la categorfa 1 por sus efectos sobre la fertilidad y/o su toxicidad para el desa-
rrollo se basa en datos epidemioldgicos. La asignacién a la categoria 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 s6lo excepcionalmente podrian llevar a una clasificacién en ausencia de datos in
vivo.

De forma similar a la mayoria de los demds tipos de efectos toxicos, se supone que las sustancias toxicas para
la reproduccién 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 funcién de las dosis administradas: por ejemplo, cuando se demuestran efectos sélo a dosis eleva-
das, o cuando existen marcadas diferencias toxicocinéticas, o cuando la via de administracion es inadecuada.
Por estas o parecidas razones, puede justificarse la clasificacién del producto en la categoria 3 o incluso su no
clasificacion.

El anexo V de la Directiva especifica un ensayo limite en el caso de sustancias de baja toxicidad. Si con una
dosis de, al menos 1 000 mg/kg por via oral no se observan efectos toxicos para la reproduccién, 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 limite, estos datos deberdn evaluarse junto con otros datos pertinen-
tes. En condiciones normales, se considera que los efectos observados s6lo a dosis superiores a la dosis limite
no implican necesariamente la clasificacion del producto como téxico para la reproduccion.

EFECTOS SOBRE LA FERTILIDAD

Para la clasificacién de una sustancia en la categoria 2 por perjudicar la fertilidad, deberd disponerse en princi-
pio de elementos claros en una especie animal, con datos complementarios sobre el mecanismo o el lugar de
accion, o de la relacion quimica con otros agentes conocidos antifertilizantes u otros datos procedentes de
seres humanos que lleven a la conclusién de que tales efectos aparecerfan probablemente en los seres huma-
nos. Cuando sélo se disponga de estudios realizados en una especie sin mds datos complementarios pertinen-
tes, podré ser adecuada la clasificacion en la categoria 3.
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Puesto que el perjuicio de la fertilidad puede producirse como fenémeno secundario inespecifico por toxicidad
generalizada grave o en presencia de inanicion grave, la clasificacion en la categorfa 2 sélo deberd hacerse si
existen pruebas de algtin 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 categoria 2 serd necesario en principio disponer de datos sobre el mecanismo
de accién para interpretar si serfa probable que se presentara en seres humanos algiin efecto negativo, como
una alteracion del tipo de liberacién hormonal.

TOXICIDAD EN EL DESARROLLO

Para la clasificacién en la categoria 2 deberd disponerse de pruebas claras que demuestren la presencia de efec-
tos negativos en estudios bien realizados con una o mds especies. Puesto que los efectos negativos durante el
embarazo o tras el nacimiento pueden ser consecuencia secundaria de la toxicidad materna, disminucién de la
ingesta de comida o de agua, tensiones de la madre, falta de cuidados maternos, deficiencias especificas 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 via de exposicion también es importante. En particular, la inyeccién de producto irri-
tante por via intraperitoneal puede producir lesiones locales en el dtero y su contenido; los resultados de estos
estudios deberdn interpretarse con prudencia y, en principio, no serdn suficientes por si mismos para provocar
la clasificacién del producto.

La clasificacién en la categorfa 3 se basa en criterios similares a los aplicables a la categoria 2 pero puede utili-
zarse cuando el disefio 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 fenémenos inespecifi-
cos, como la toxicidad generalizada.

En general, la clasificacion en la categoria 3 o la ausencia de clasificacion se permitird en casos especificos
cuando los tnicos efectos registrados sean pequefios cambios en la incidencia de defectos espontdneos,
pequefios cambios en las proporciones de variantes comunes como los que se observan en exdmenes esqueléti-
cos o pequeiias diferencias en las evaluaciones del desarrollo posnatal.

Efectos durante la lactancia

Las sustancias clasificadas como toxicas para la reproduccién y que también son preocupantes por sus efectos
sobre la lactancia deberdn etiquetarse ademds con R64 (véanse los criterios en el punto 3.2.8).

En relacion con la clasificacion, los efectos toxicos sobre la descendencia que procedan exclusivamente de la
exposicion a través de la leche materna, o los efectos toxicos derivados de la exposicién directa de los nifios
no se considerardn «téxicos para la reproduccién», salvo que tales efectos produzcan un deterioro en el desa-
rrollo de la descendencia.

Las sustancias no clasificadas como téxicas para la reproduccion pero que sean preocupantes por su toxicidad
cuando pasan al nifio durante el periodo de lactancia deberdn 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 asignard en principio teniendo en cuenta:

a) estudios toxicocinéticos que indiquen la probabilidad de que la sustancia esté presente en niveles poten-
cialmente tdxicos en la leche materna, yfo

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

¢) datos obtenidos con seres humanos que indiquen un riesgo para los nifios durante el periodo de lactan-
cia.

Las sustancias que se acumulen en el organismo y que puedan pasar posteriormente a la leche durante la lac-
tancia podrédn etiquetarse con R33 y R64.
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5.1.

5.2.

Procedimiento para clasificar los preparados con respecto a los efectos especificos sobre la salud

Si el preparado contiene una o mds sustancias clasificadas con respecto a los criterios aqui establecidos, se cla-
sificard conforme a los criterios a que se refieren las partes A.7. a A.9 del anexo Il y la parte B.6. de la Direc-
tiva 1999/45/CE (los limites de concentracion figuran en el anexo I de la presente Directiva o en la parte B.6.
del anexo I de la Directiva 1999/45/CE, cuando las sustancias de que se trate no estén incluidas en el anexo 1
o figuren sin indicar los limites de concentraci6n).

CLASIFICACION SEGUN SUS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

Introducciéon

La clasificacion 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 continuacion se refieren principalmente a los ecosistemas acudticos, aunque, hay que
reconocer que determinadas sustancias y preparados pueden afectar —simultdnea o alternativamente— a otros
ecosistemas, cuyos componentes varian desde la microflora y microfauna del suelo hasta los primates.

Los criterios expuestos a continuacién 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
bésicos» a que se refiere el anexo VII son limitados, y la informacion obtenida a partir de ellos puede resultar
insuficiente para efectuar una clasificacion adecuada. La clasificacion puede requerir datos adicionales deriva-
dos del nivel 1 (anexo VIII) o de otros estudios equivalentes. Ademds, las sustancias ya clasificadas pueden
verse sometidas a una revision en funcién de que se disponga de nuevos datos.

A efectos de clasificacion y etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, las sustancias y
preparados se dividen en dos grupos, segin sus efectos agudos y/o a largo plazo sobre los sistemas acudticos
0 no acuaticos.

La clasificacién de las sustancias suele basarse en datos experimentales sobre toxicidad acudtica aguda, degra-
daci6n y el logaritmo del coeficiente de reparto (o FBC, si se dispone de é).

En general, los preparados se clasifican aplicando un método convencional establecido en el articulo 7 y en las
partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE. En este caso, la clasificacién se basard en los limites de
concentracion individual extraidos 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 limites de concentracién.

Los preparados se clasifican generalmente aplicando un método convencional. No obstante, en el caso de la
toxicidad acudtica 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 clasificacién res-
pecto a la toxicidad aguda acudtica que se habria obtenido aplicando un método convencional. Si los experi-
mentos fuesen elegidos por la persona responsable de la comercializacién, deberd 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 deberdn 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 mds cle-
vado en funcién de la toxicidad acudtica 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.

Criterios de clasificacion, indicaciones de peligro, eleccién de las frases de riesgo

Los criterios de clasificacién de las sustancias del punto 5.2.1 s6lo 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.

5.2.1.1.

5.2.1.2.

Medio acudtico

Las sustancias se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente y se les asignardn el simbolo N» y la
correspondiente indicacién de peligro, asi como las frases de riesgo en funcién de los criterios siguientes:

R50 Muy téxico para los organismos acudticos

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acudtico

Toxicidad 96 h CLs; (para peces) < 1 mgl
aguda:
0 48 h ECs, (para Daphnia) < 1 mgl
o 72 h Cls; (para algas) < 1 mgl
y:

— la sustancia no es ficilmente degradable, o

— el logaritmo del coeficiente de reparto octanolfagua = 3,0 (a menos que el FBC determinado experimen-
talmente sea < 100).

R50 Muy téxico para los organismos acudticos

Toxicidad 96 h CLs, (para peces) < 1 mg/l
aguda:
o 48 h ECs (para Daphnia) < 1 mgfl
o 72 h Clsq (para algas) < 1 mgl

R51 Téxico para los organismos acudticos

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acudtico

Toxicidad 96 h CLs, (para peces) 1 mgfl < CLs < 10 mg|l
aguda:
0 48 h ECs, (para Daphnia) 1 mgfl < ECs54 < 10 mg/l
o 72 h ICs (para algas) 1 mg[l < Cl55 < 10 mg|l
y:

— la sustancia no es ficilmente degradable, o

— el logaritmo del coeficiente de reparto = 3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente < 100).

Las sustancias se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente de acuerdo con los criterios establecidos
a continuacién. Las frases indicadoras de riesgos especificos también se asignardn en funcién de los criterios
siguientes

R52 Nocivo para los organismos acudticos

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acudtico

Toxicidad 96 h CLs, (para peces) 10 mg/l < CLs, < 100 mg/l
aguda:
o 48 h ECs (para Daphnia) 10 mg/l < ECs5y < 100 mg/l

o 72 h ICsq (para algas) 10 mg(l < Cl5y < 100 mg/l
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la sustancia no es ficilmente degradable.

Este criterio se aplicard si no hay pruebas cientificas adicionales de degradacion yfo toxicidad suficientes para
garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradacion constituirdn un peligro retar-
dado o a largo plazo para el medio ambiente acudtico. Estas pruebas cientificas adicionales se basardn por
regla general en los estudios que se requieren en el nivel 1 (anexo VIII) o equivalentes, e incluirdn:

i)  potencial demostrado de rdpida degradacién en el medio acuético,

ii) ausencia de efectos de toxicidad crénica en una concentraciéon de 1,0 mg/l, por ejemplo, una concentra-
cion 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 acudticos

Sustancias que no cumplan los criterios indicados en este capitulo pero que, sin embargo, pueden presentar
un peligro para la estructura o el funcionamiento de los ecosistemas acudticos, segtn las pruebas de que se
disponga sobre su toxicidad.

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acudtico

Sustancias que no cumplan los criterios indicados en este capitulo pero que puedan presentar un peligro,
retardado o a largo plazo, para la estructura o funcionamiento de los ecosistemas acudticos, segtin las pruebas
de que se disponga sobre su persistencia, potencial de acumulaciéon 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 ficilmente degradables, y

b) el logaritmo del coeficiente de reparto = 3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente < 100).

Este criterio se aplicard a las sustancias si no hay pruebas cientificas adicionales de degradacién yfo toxicidad
suficientes para garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradacién constituirdn un
peligro retardado o a largo plazo para el medio ambiente acudtico.

Estas pruebas cientificas adicionales se basardn por regla general en los estudios que se requieren en el nivel 1
(anexo VIII) o equivalentes, e incluirdn:

i)  potencial demostrado de rdpida degradacién en el medio acudtico,

ii) ausencia de efectos de toxicidad crénica en el limite de solubilidad, por ejemplo, una concentracién sin
efectos observables superior al limite de solubilidad determinado en un estudio prolongado de toxicidad
con peces o Dafnia.

5.2.1.3. Observaciones sobre la determinacién de la Cls, para algas y la degradabilidad

— En caso de que se pueda demostrar que con las sustancias de intensa coloracién el crecimiento de algas
solamente resulta inhibido a consecuencia de la reduccién de la intensidad luminica, no se deberd utilizar
el valor de Cl5, 72 h (para algas) como base de la clasificacion.

—  Se considerard que las sustancias son facilmente degradables si se cumplen los criterios siguientes:

a) si se alcanzan los siguientes niveles de degradacion en los estudios de biodegradacion de 28 dias:
— en ensayos basados en carbono orgénico disuelto: 70 %,

— en ensayos basados en reduccién de oxigeno o en produccién de didxido de carbono: 60 % de
los niveles maximos tedricos.

Estos niveles de biodegradacién deben alcanzarse en un plazo de diez dias a partir del comienzo de
la degradacién, que se determina en el momento en que se ha degradado el 10 % de la sustancia; o.
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5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

6.1.

6.2.

b) si, en aquellos casos en que s6lo se dispone de datos sobre la DQO y DBOS5, el cociente DBO5/DQO
es igual o superior a 0,5, o

¢) si se dispone de otras pruebas cientificas convincentes que demuestren que la sustancia se puede

degradar (bidtica yJo abidticamente) en el medio acudtico hasta un nivel de > 70/ % en un periodo
de 28 dias.

Medio ambiente no acudtico

Las sustancias y preparados se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente y se les asignarédn el sim-
bolo «N» y la correspondiente indicacién de peligro, asi como las frases de riesgo en funcién de los criterios
siguientes:

R54 Téxico para la flora

R55 Téxico para la fauna

R56 Téxico para los organismos del suelo

R57 Téxico para las abejas

R58 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente

Sustancias y preparados que, segin las pruebas sobre su toxicidad, persistencia, potencial de acumulacién 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 elaborardn posteriormente criterios detallados.

Las sustancias y preparados se clasificardn como peligrosas para el medio ambiente y se les asignardn el sim-
bolo «N» y la correspondiente indicacién de peligro, asi como las frases de riesgo en funcién de los criterios
siguientes:

R59 Peligroso para la capa de ozono

Sustancias que, segtn las pruebas sobre sus propiedades y su destino y comportamiento en el medio
ambiente (previstos u observados), pueden suponer un peligro para la estructura yjo funcionamiento de
la capa de ozono estratosférico. Aqui se incluyen las sustancias citadas en el anexo I del Reglamento (CE)
n° 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 clasificardn aplicando un método convencional establecido en el articulo 7 y en las
partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE.

ELECCION DE LAS FRASES DE CONSEJOS DE PRUDENCIA

Introduccién

Las frases de prudencia (frases S) se asignaran a las sustancias y preparados peligrosos de acuerdo con los crite-
rios generales siguientes. Ademds, 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 capitulo 6, se refiere a la persona responsable de comercializar
la sustancia o preparado.

Frases de prudencia para sustancias y preparados

S1  Consérvese bajo llave
— Aplicacion

— Sustancias y preparados muy t6xicos, tOxicos y corrosivos.
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— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados que se vendan a los consumidores en
general.

S2  Manténgase fuera del alcance de los nifios
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizaciéon
— Obligatoria para todas las sustancias y preparados peligrosos que se vendan a los consumidores

en general, a excepcién de aquellos solamente clasificados como peligrosos para el medio
ambiente.

S3  Consérvese en lugar fresco
— Aplicacién
— Peréxidos orgdnicos.

— Otras sustancias y preparados peligrosos cuyo punto de ebullicién sea inferior o igual a 40 °C.

— Criterios de utilizacién
— Obligatoria para los peréxidos orgénicos, salvo si se utiliza la frase S47.

— Recomendada para las otras sustancias o preparados peligrosos cuyo punto de ebullicion sea
inferior o igual a 40 °C.

S4  Manténgase lejos de locales habitados

— Aplicacién
— Sustancias y preparados muy téxicos y toxicos.
— Criterios de utilizacion
— Limitada normalmente a las sustancias y preparados muy tdxicos y toxicos, cuando sea conve-
niente reforzar la frase S13; por ejemplo, cuando haya riesgo de inhalacién y dichas sustancias o

preparados deban almacenarse lejos de locales habitados. La advertencia no tiene la finalidad de
impedir una utilizacién apropiada de tales sustancias o preparados en locales habitados.

S5  Consérvese en ... (liquido apropiado a especificar por el fabricante)
— Aplicacién
— Sustancias y preparados sélidos inflamables de forma esponténea.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, el sodio, el potasio o el fésforo blanco.

S6  Consérvese en ... (gas inerte apropiado a especificar por el fabricante)
— Aplicacion
— Sustancias y preparados peligrosos que deban conservarse en atmdsfera inerte.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, determinados compuestos organometéli-
Cos.
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S7  Manténgase el recipiente bien cerrado
— Aplicacién
— Perdxidos orgénicos.

— Sustancias y preparados que puedan desprender gases muy téxicos, toxicos, nocivos o extrema-
damente inflamables.

— Sustancias y preparados que en contacto con la humedad desprendan gases extremadamente
inflamables.

— Sélidos facilmente inflamables.

— Criterios de utilizacién
— Obligatoria para los per6xidos orgdnicos.

— Recomendada para los demds casos arriba citados.

S8  Manténgase el recipiente en lugar seco
— Aplicacién
— 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 toxicos o toxicos.

— Criterios de utilizacion

— 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
— Aplicacién

— Sustancias y preparados voldtiles que puedan desprender vapores muy toxicos, téxicos o noci-
vOs.

— Liquidos extremadamente inflamable o ficilmente inflamables y gases extremadamente inflama-

bles.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para las sustancias y preparados volétiles que pueden desprender vapores muy
toxicos, tOXicos 0 nocivos.

— Recomendada para liquidos extremadamente inflamables o ficilmente inflamables o gases extre-
madamente inflamables.

$12 No cerrar el recipiente herméticamente
— Aplicacién

— Sustancias y preparados que puedan hacer estallar su recipiente por desprendimiento de gases o
de vapores.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a los casos especiales arriba citados.

S13 Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos
— Aplicacién
— Sustancias y preparados muy téxicos, toxicos y nocivos.
— Criterios de utilizacién

— Recomendada cuando dichas sustancias o preparados puedan ser utilizados por el publico en
general.
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S14

S15

S16

S17

S18

S20

Consérvese lejos de ... (materiales incompatibles a especificar por el fabricante)
— Aplicacion
— Peréxidos orgénicos.
— Criterios de utilizacién
— Obligatoria para los perdxidos orgdnicos y limitada, normalmente, a los mismos. No obstante

puede ser util en ciertos casos excepcionales, cuando la incompatibilidad pudiera provocar un
riesgo especifico.

Conservar alejado del calor
— Aplicacién

— Sustancias y preparados que puedan descomponerse o reaccionar espontdneamente bajo el efecto
del calor.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, los mondmeros; no obstante, dicha
fase no serd obligatoria si ya se les han asignado las frases R2, R3 y/o R5.

Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas — No fumar
— Aplicacion

— Liquidos extremadamente inflamable o ficilmente inflamables y gases extremadamente inflama-
bles.

— Criterios de utilizacion

— Recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados, salvo si ya se les han asig-
nado las frases R2, R3 y/o R5.

Manténgase lejos de materias combustibles
— Aplicacién

— Sustancias y preparados que puedan formar mezclas explosivas o espontdneamente inflamables
con materias combustibles.

— Criterios de utilizacién

— Utilizar en casos especiales (por ejemplo, para reforzar la frase R8 y R9).

Maniptilese y dbrase el recipiente con prudencia
— Aplicacién
— Sustancias y preparados que puedan producir una sobrepresion en el recipiente.
— Sustancias y preparados que puedan ocasionar la formacién de peréxidos explosivos.

— Criterios de utilizacién

— 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 ptiblico en general.

No comer ni beber durante su utilizacién
— Aplicacién

— Sustancias y preparados muy t6xicos, toxicos y corrosivos.
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— Criterios de utilizacion
— Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, arsénico y compuestos de arsénico, fluo-

roacetatos) en particular cuando dichos productos puedan ser utilizados por el pablico en gene-
ral.

S21 No fumar durante su utilizacién
— Aplicacién
— Sustancias y preparados cuya combustién produzca compuestos toxicos.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, compuestos halogenados.

$22 No respirar el polvo
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados sdlidos peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizacién
— 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
inhalacién.

$23 No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles (denominacion(es) adecuada(s) a especificar por el fabricante)
— Aplicacion
— Todas las sustancias y preparados peligrosos, liquidos o gaseosos peligrosos para la salud.
— Criterios de utilizacién

— 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
deberd asignar ademds la frase S38 o la S51.

— Recomendada cuando sea necesario llamar la atencién del usuario sobre los riesgos por inhala-
cién no mencionados en las frases de riesgo asignadas a dichas sustancias o preparados.

S24 Evitese el contacto con la piel
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.

— Criterios de utilizacion

— 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 atencién del usuario sobre los riesgos por contacto

con la piel no mencionados en las frases de riesgo (p. €j., parestesia) asignadas a dichas sustan-
cias. No obstante, esta frase podrd utilizarse para reforzar tales frases de riesgo.

S25 Evitese el contacto con los ojos
— Aplicacion

— Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.
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— Criterios de utilizacién

Recomendada cuando sea necesario llamar la atencion 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 podrd 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 ptiblico en general.

$26 En caso de contacto con los ojos, ldvense inmediata y abundantemente con agua y aciidase a un médico

— Aplicacién

Sustancias y preparados corrosivos o irritantes.

— Criterios de utilizacién

Obligatoria para las sustancias y preparados corrosivos, asi 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.

$27 Quitese inmediatamente la ropa manchada o salpicada

— Aplicacion

Sustancias y preparados muy toxicos, tOxicos y corrosivos.

— Criterios de utilizacién

S28 En caso
cante).

Obligatoria para las sustancias y preparados muy toxicos a los que se haya asignado R27 y que
puedan ser utilizados por el pablico en general.

Recomendada para las sustancias y preparados muy toxicos a los que se haya asignado R27 y
que se utilicen en la industria. Sin embargo, esta frase de prudencia no se deberd utilizar cuando

se haya asignado S36.

Recomendada para sustancias y preparados toxicos a los que se haya asignado R24 y para sus-
tancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por el pablico en general.

de contacto con la piel, ldvese inmediata y abundantemente con . . . (productos a especificar por el fabri-

— Aplicacion

Sustancias y preparados muy toxicos, toxicos y corrosivos.

— Criterios de utilizacién

Obligatoria para sustancias y preparados muy toxicos.

Recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados, especialmente cuando el agua
no es el liquido mds apropiado para el lavado.

Recomendada para sustancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por el puiblico
en general.

$29 No tirar los residuos por el desagiie

— Aplicacién

Liquidos extremada o facilmente inflamables inmiscibles con el agua.
Sustancias y preparados muy toxicos y toxicos.

Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente.
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— Criterios de utilizacién
— Obligatoria para las sustancias y los preparados peligrosos para el medio ambiente a los que se
haya asignado el simbolo «N» y que puedan ser utilizados por el ptblico 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 pablico en general, a menos que estén destinados a este uso.

$30 No echar jamds agua a este producto
— Aplicacion
— Sustancias y preparados que reaccionan violentamente con el agua.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, el 4cido sulfiirico. También podréd
utilizarse para aclarar una informacion, para reforzar R14 o, incluso, como alternativa a R14.

S$33 Evitese la acumulacion de cargas electroestdticas
— Aplicacién
— Sustancias y preparados extremada o ficilmente inflamables.
— Criterios de utilizaciéon
— Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria que no absorben la

humedad. No se utiliza pricticamente nunca para las sustancias y preparados comercializados
para su uso por el pablico en general.

S35 Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles
— Aplicacion
— Todas las sustancias y preparados peligrosos.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para las sustancias y preparados cuya eliminacion adecuada exija instrucciones
especiales.

$36 Usese indumentaria protectora adecuada
— Aplicacién
— Peréxidos orgdnicos.
— Sustancias y preparados muy t6xicos, toxicos o nocivos.

— Sustancias y preparados corrosivos.

— Criterios de utilizacién
— Obligatoria para sustancias y preparados muy toxicos 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 téxicas para la reproduccién de la
categoria 3, salvo cuando los efectos se produzcan sélo por inhalacién de la sustancia o el pre-
parado.

— Obligatoria para los peréxidos organicos.

— Recomendada para las sustancias y preparados tdxicos si no se conoce el valor DLs, por via
cutdnea y es probable que la sustancia o preparado resulten téxicos en contacto con la piel.

— Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria cuando puedan causar
dafio a la salud tras una exposicién prolongada.
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37 Usese guantes adecuados

— Aplicacién

Sustancias y preparados muy toxicos, t6xicos, nocivos o corrosivos.
Peréxidos orgénicos.

Sustancias y preparados irritantes para la piel o sensibilizantes en contacto con la piel.

— Criterios de utilizacién

S38 En caso

Obligatoria para sustancias y preparados muy toxicos 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 toxicas para la reproduccion de la
categoria 3, salvo cuando los efectos se produzcan sélo por inhalacién de la sustancia o el pre-
parado.

Obligatoria para los per6xidos orgdnicos.

Recomendada para las sustancias y preparados toxicos si no se conoce el valor DL;, por via
cutdnea 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.

de ventilacion insuficiente, iisese un equipo respiratorio adecuado

— Aplicacién

Sustancias y preparados muy toxicos o toxicos.

— Criterios de utilizacién

Limitada normalmente a los casos especiales en que se utilizan sustancias y preparados muy
toxicos o téxicos en la industria o en la agricultura.

39 Usese proteccion para los ojos/la cara

— Aplicacién

Peréxidos orgénicos.

Sustancias y preparados corrosivos, incluidos los irritantes, que puedan provocar lesiones ocula-
res graves.

Sustancias y preparados muy tdxicos y toxicos.

— Criterios de utilizacién

Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R34, R35 o R41.
Obligatoria para los peréxidos orgdnicos.

Recomendada cuando sea necesario llamar la atencién 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 téxicos y toxicos, y éstos sean facilmente absorbibles por la piel.

S40 Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, tsese ... (a especificar por el fabricante)

— Aplicacién

Todas las sustancias y preparados peligrosos.
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S41

S42

S43

S45

S46

— Criterios de utilizacién
— Limitada normalmente a las sustancias y preparados peligrosos para los que el agua no es el
agente de limpieza mds idéneo (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.

En caso de incendio y/o de explosion no respirar los humos
— Aplicacién

— Sustancias y preparados peligrosos en cuya combustion se desprendan gases muy téxicos o toxi-
cos.

— Criterios de utilizacion

— Limitada normalmente a casos especiales.

Durante las fumigaciones/pulverizaciones tisese equipo respiratorio adecuado (denominacion(es) adecuada(s) a especi-
ficar por el fabricante)

— Aplicacién

— 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 utilizacion

— Limitada normalmente a casos especiales.

En caso de incendio, utilizar ... (los medios de extincién los debe especificar el fabricante). (Si el agua aumenta el
riesgo, se deberd afiadir: «No usar nunca agua»)

— Aplicacién
— Sustancias y preparados extremadamente inflamables, ficilmente inflamables e inflamables.

— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para las sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire himedo, des-
prendan gases extremadamente inflamables.

— Recomendada para las sustancias y preparados extremadamente inflamables, ficilmente inflama-
bles e inflamables, especialmente cuando no sean miscibles con el agua.

En caso de accidente o malestar, actidase inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele la etiqueta)
— Aplicacién

— Sustancias y preparados muy téxicos.

— Sustancias y preparados t6xicos y corrosivos.

— Sustancias y preparados sensibilizantes por inhalacién.

— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para las sustancias y preparados mencionados anteriormente.

En caso de ingestion, acidase inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase
— Aplicacién

— Todas las sustancias y preparados peligrosos excepto los muy toxicos, téxicos, corrosivos o peli-
grosos para el medio ambiente.
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S47

S48

549

S50

S51

— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para todas sustancias y preparados peligrosos arriba citados utilizados por el piiblico
en general, salvo si su ingestion puede considerarse inofensiva, especialmente para los nifios.

Consérvese a una temperatura no superior a ... °C (a especificar por el fabricante)
— Aplicacién
— Sustancias y preparados que se vuelvan inestables a cierta temperatura.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, determinados peréxidos orgdnicos).

Consérvese hiimedo con ... (medio apropiado, a especificar por el fabricante)
— Aplicacion

— Sustancias y preparados que, si se desecan, pueden ser muy sensibles a las chispas, al frotamiento
o al choque.

— Criterios de utilizacién

— Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo las nitrocelulosas.

Consérvese tinicamente en el recipiente de origen
— Aplicacién
— Sustancias y preparados sensibles a la descomposicion catalitica.

— Criterios de utilizacién

— Sustancias y preparados sensibles a la descomposicion catalitica como, por ejemplo, algunos
perdxidos organicos.

No mezclar con ... (a especificar por el fabricante)
— Aplicacién

— Sustancias y preparados que puedan reaccionar con el producto especificado y desprender gases
muy toxicos o toxicos

— Peréxidos orgdnicos.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para las sustancias y preparados antes citados utilizados por el ptiblico en general,
cuando esta frase sea preferible a la frase R31 o R32.

— Obligatoria para determinados peréxidos que puedan producir reacciones violentas con cataliza-
dores o iniciadores.

Usese tinicamente en lugares bien ventilados
— Aplicacién
— Sustancias y preparados destinados a producir vapores, polvo, aerosoles, humos, nieblas, etc., o
que puedan desprenderlos, que supongan riesgo por inhalacién o peligro de incendio o explo-
sién.
— Criterios de utilizacién

— Recomendada cuando no convenga utilizar la frase $38. Por consiguiente, el empleo de esta frase
es importante cuando tales sustancias y preparados sean utilizados por el piiblico en general.
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$52 No usar sobre grandes superficies en locales habitados
— Aplicacién
— Sustancias voldtiles muy téxicas, téxicas y nocivas y preparados que las contengan.
— Criterios de utilizacién
— Recomendada cuando la exposicién prolongada a dichas sustancias y preparados puede afectar a

la salud a causa de su volatilizacién en grandes superficies situadas en el interior de viviendas o
locales cerrados donde se congregan personas.

S53 Evitese la exposicién - Recdbense instrucciones especiales antes del uso
— Aplicacién
— Sustancias y preparados carcinogénicos, mutagénicos y/o téxicos para la reproduccion.
— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para las sustancias y preparados antes mencionados a los que se han asignado las fra-
ses R45, R46, R49, R60 o R61.

$56 Eliminense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida ptiblica de residuos especiales o peligrosos
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados peligrosos.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para todas las sustancias y preparados utilizados por el publico en general y que
precisen una eliminacién especial.

S§57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacion del medio ambiente
— Aplicacién
— Sustancias y preparados a las que se haya asignado el simbolo «N.

— Criterios de utilizacién

— Limitada en general a las sustancias y preparados que no son utilizados por el puablico en gene-
ral.

S59 Remitirse al fabricante o proveedor para obtener informacién sobre su recuperacion/reciclado
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados peligrosos.
— Criterios de utilizacion
— Obligatoria para las sustancias y preparados peligrosos para la capa de ozono.

— Recomendada para otras sustancias y preparados cuya recuperacion o reciclado se recomiende.

S60 Eliminense el producto y su recipiente como residuos peligrosos
— Aplicacién
— Todas las sustancias y preparados peligrosos.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para las sustancias y preparados que no sean utilizados por el pablico en general
cuando no se haya asignado la frase S35.
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S61 Evitese su liberacién al medio ambiente. Recdbense instrucciones especificas de la ficha de datos de seguridad
— Aplicacién
— Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente.
— Criterios de utilizacién
— Utilizada normalmente en sustancias y preparados a los que se haya asignado el simbolo «Nb.

— Recomendada para todas las sustancias y preparados clasificados como peligrosos para el medio
ambiente que no estén incluidos en la descripcién anterior.

$62 En caso de ingestion no provoque el vomito: aciidase inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase
— Aplicacion

— Sustancias y preparados clasificados como nocivos a los que se haya asignado la frase R65 segtin
los criterios del punto 3.2.3.

— No aplicable a sustancias y preparados que se comercialicen en envases para aerosoles (0 en
envases con un dispositivo nebulizador sellado); véanse las secciones 8 y 9.

— Criterios de utilizacién

— Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados, de venta o utilizados por el publico 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 inhalacién, alejar a la victima de la zona contaminada y mantenerla en reposo
— Aplicacién
— Sustancias y preparados muy téxicos y téxicos (gases, vapores, particulas, liquidos volatiles).

— Sustancias y preparados que produzcan sensibilizacién respiratoria.

— Criterios de utilizacién

— 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 ptiblico en general de manera que se produzca inhalacion.

S64 En caso de ingestion, enjudguese la boca con agua (solamente si la persona estd consciente)
— Aplicacién
— Sustancias y preparados corrosivos o irritantes.

— Criterios de utilizacién

— Recomendada para las sustancias y preparados citados utilizado por el pablico 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 determinard con arreglo a lo esta-
blecido en el articulo 23 de la presente Directiva y el articulo 10 de la Directiva 1999/45/CE, relativas a las
sustancias y los preparados respectivamente. La presente seccién explica la forma de determinar la etiqueta y,
sobre todo, sirve de guia para elegir las frases de riesgo y prudencia adecuadas.

La etiqueta contendrd la informacion siguiente:
a)  for preparationspara los preparados, nombre comercial o designacion; 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 articulo 10 de la Directiva
1999/45/CE;
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7.1.2.

7.2

7.2.1.

7.2.2.

¢) el nombre, direccién y niimero de teléfono de la persona responsable de la comercializacién de la sustan-
cia o preparado, ya sea el fabricante, el importador o el distribuidor;

d) el simbolo o simbolos y la indicacién o indicaciones de peligro;
e) las frases que indiquen los riesgos especificos (frases R);
f) las frases que indiquen los consejos de prudencia (frases S);

g) para las sustancias, el nimero CE y, ademds, cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, la men-
cién «etiqueta CE»;

h) para los preparados ofrecidos o vendidos al publico en general, la cantidad nominal de contenido a
menos que ésta se indique en otro punto del envase.

Nota:

Determinados preparados estdn sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2
del articulo 10 y el anexo V de la Directiva 1999/45/CE y en el articulo 20 de la Directiva 98/8/CE.

Eleccién final de las frases de riesgo y de prudencia

A pesar de que la eleccion final de las frases R y S se rija, en primer lugar, por la necesidad de proporcionar
toda la informacién indispensable, conviene asimismo tener presente la claridad y el impacto de la etiqueta.
Para mayor claridad, la informacién necesaria deberd expresarse en un niimero minimo de frases.

Respecto a las sustancias irritantes, ficilmente inflamables, inflamables o comburentes, no serd necesario indi-
car las frases R y las frases S cuando el contenido del envase no exceda de los 125 ml. Esta norma se aplicard
también a las sustancias nocivas de igual contenido, cuando no se vendan al ptiblico en general.

Respecto a los preparados en envases que no excedan de los 125 ml:

— i se han clasificado como fécilmente 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 simbolo «N»,
no serd necesario indicar las frases R o S,

— i se han clasificado como inflamables o peligrosos para el medio ambiente y no se les ha asignado el
simbolo «N», serd necesario indicar las frases R, pero no serd necesario indicar las frases S.

Sin perjuicio de lo establecido en el apartado 4 del articulo 16 de la Directiva 91/414/CEE y en la Directiva
98/8/CE, las indicaciones tales como «no t6xico», «no nocivos, «no contaminante», «ecoldgico» o cualquier otra
indicacion de que la sustancia o preparado no es peligroso o que pueda llevar a infravalorar los riesgos de la
sustancia o el preparado en cuestién no podran inscribirse en la etiqueta o el envase de las sustancias o prepa-
rados incluidos en el dmbito de la presente Directiva y la Directiva 1999/45/CE.

Nombre(s) quimico(s) que deben figurar en la etiqueta:

Cuando las sustancias estén incluidas en el anexo I, la etiqueta llevard el nombre de las sustancias designadas
con alguno de los términos que figuran en el anexo L.

Cuando las sustancias no estén incluidas en el anexo I, el nombre se establecerd con arreglo a una nomencla-
tura quimica reconocida internacionalmente, segtin se indica en el punto 1.4.

Cuando se trate de preparados, la eleccién de los nombres que deben figurar en la etiqueta se ajustard a lo dis-
puesto en el punto 2.3 del articulo 10 de la Directiva 1999/45/CE.

Nota:

Teniendo en cuenta el apartado B.9 del anexo V de la Directiva 1999/45/CE,
— ¢l nombre de la sustancia sensibilizante se establecerd de acuerdo con el punto 7.2.1 del presente anexo,

— i se trata de preparados concentrados destinados a la industria del perfume:
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— la persona responsable de su comercializacién podrd identificar simplemente la sustancia sensibili-
zante que, a su juicio, sea la principal causante del riesgo de sensibilizacion,

— si se trata de sustancias naturales, el nombre quimico podréd ser del tipo «aceite esencial de» o «ex-
tracto de», en lugar del nombre de los componentes de dicho aceite o extracto.

7.3. Eleccién de los simbolos de peligro

El disefio de los simbolos de peligro y la redaccién de las indicaciones de peligro deberdn coincidir con los
establecidos en el anexo II. Los simbolos deberdn 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 atin en el anexo I y cuando se trate de preparados, los
simbolos e indicaciones de peligro se ajustardn a lo dispuesto en el presente anexo.

Cuando una sustancia deba llevar mds de un simbolo:

— la obligacién de poner el simbolo E convierte en facultativos los simbolos F+, Fy O,

— la obligacién de poner el simbolo T+ o T convierte en facultativos los simbolos Xn, Xiy C,
— la obligacién de poner el simbolo C convierte en facultativos los simbolos Xn y Xi,

— i se asigna el simbolo Xn, el simbolo Xi serd opcional.

7.4. Eleccion de las frases de riesgo

La redaccién de las frases R se ajustard a lo establecido en el anexo IIL
Las combinaciones de frases R del anexo III se aplicardn cuando corresponda.
7.4.1. Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, las frases R serdn las indicadas en el anexo.

7.4.2.  Cuando se trate de sustancias no incluidas en el anexo I, las frases R se seleccionardn con arreglo a los criterios
y prioridades siguientes:

a)  peligros que originen efectos sobre la salud:

i) las frases R que correspondan a la categorfa del peligro caracterizada por un simbolo deberdn figurar
en la etiqueta;

ii) las frases R que correspondan a otras categorfas de peligro que no estdn caracterizadas por un sim-
bolo, conforme al articulo 23;

b)  peligros derivados de las propiedades fisicoquimicas:

— las frases R que correspondan a la categorfa del peligro caracterizada por un simbolo deberdn figurar
en la etiqueta;

¢) peligros para el medio ambiente:

— las frases R correspondientes a la clasificacion « peligrosa para el medio ambiente» deberdn figurar en
la etiqueta.

7.4.3.  En el caso de los preparados, las frases R se seleccionardn en funcién de los criterios y prioridades siguientes:

a)  peligros que originen efectos sobre la salud:

i) las frases R que correspondan a la categorfa de peligro ilustrada por un simbolo. En determinados
casos, las frases R deberdn adoptarse segiin los cuadros de la parte B del anexo II de la Directiva
1999/45/CE. Mds en concreto, deberdn figurar en la etiqueta las frases R del componente o compo-
nentes que dan lugar a que se asigne al preparado la categoria de peligroso;
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7.5.

ii) las frases R que correspondan a otras categorias de peligro que se hayan asignado a los componentes,
pero que no estén ilustradas por un simbolo, conforme al punto 2.4 del articulo 10 de la Directiva
1999/45/CE;

b) peligros derivados de las propiedades fisicoquimicas:

— se aplicardn los criterios descritos en la letra a) del punto 7.4.3; no serd necesario indicar la frase de
riesgo « extremadamente inflamable» o «ficilmente inflamable» cuando supongan una repeticion de la
indicacién de peligro ilustrada con un simbolo;

¢) peligros para el medio ambiente:

i) las frases R correspondientes a la clasificacion «peligrosa para el medio ambiente» deberan figurar en
la etiqueta;

ii) cuando se asignen la frase R50 y la combinacion de frases R51/53 0 R52/53 o la frase R53, se utili-
zard la combinacion de frases R50/53.

Como norma general, en el caso de los preparados, bastard un maximo de seis frases R para describir el riesgo;
a tal efecto, las combinaciones de frases del anexo Il se considerardn como frases simples. No obstante, si el
preparado entrara en mds de una categoria de peligro, las frases tipo deberdn abarcar todos los riesgos princi-
pales asociados al preparado, por lo que en algunos casos podran ser necesarias mds de seis frases R.

Frases de prudencia

La redaccion de las frases S se ajustard a lo establecido en el anexo IV.

Las combinaciones de frases S del anexo IV se aplicardn cuando corresponda.

Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, las frases S serdn las indicadas en el anexo. Cuando no
se indique ninguna frase S, el fabricante o importador podréd incluir cualquier frase o frases S que resulte apro-
piada. Cuando se trate de sustancias no incluidas en el anexo Iy para los preparados, el fabricante deberd
incluir las frases S de acuerdo con los criterios fijados en el capitulo 6 del presente anexo.

Eleccién de las frases de prudencia

La eleccion final de las frases S deberd hacerse teniendo en cuenta las frases R indicadas en la etiqueta y el uso
previsto para la sustancia o el preparado:

—  por regla general, bastard con un maximo de seis frases S para formular de modo adecuado la medida de
precaucion; a tal efecto, las combinaciones de frases del anexo IV se considerardn como frases simples,

— en el caso de las frases S sobre eliminacién, se utilizard una de ellas, a menos que esté claro que la elimi-
nacion 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 eliminacién con todas las precauciones posibles en el caso de las
sustancias y preparados de venta al publico en general,

— i se seleccionan cuidadosamente las frases S, algunas frases R resultardn superfluas, y viceversa; algunas
frases S que corresponden claramente a frases de riesgo sélo figurardn en la etiqueta cuando se quiera
destacar una advertencia concreta,

— en la eleccion de frases S, se prestard atencién muy especial a las condiciones de uso previstas para deter-
minadas sustancias y preparados como, por ejemplo, la pulverizacion u otros efectos de los aerosoles. Se
elegirdn las frases teniendo en cuenta la utilizacién prevista,

— las frases de prudencia S1, S2 y S45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy toxicos,
toxicos y corrosivos de venta al pablico en general,

— las frases de prudencia S2 y S46 son obligatorias para todas las demds sustancias (excepto las clasificadas
solo como peligrosas para el medio ambiente) y los preparados peligrosos de venta al ptiblico en general.

Se podrin eliminar algunas de las frases seleccionadas segtin los criterios estrictos del punto 6.2 cuando den
lugar a redundancias o ambigiiedades, o resulten claramente innecesarias para el producto o envase concretos.
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7.6.

7.7.

8.1.

8.2.

Nitmero CE

Si una sustancia citada en la etiqueta figura en el Catdlogo europeo de sustancias quimicas comerciales existen-
tes (Einecs) o en la Lista europea de sustancias quimicas notificadas (Elincs), se indicard también en la etiqueta
el niimero Einecs o Elincs de la sustancia. Este requisito no se aplica a los preparados.

Dimensiones de la etiqueta de los preparados

Las dimensiones de la etiqueta serdn las siguientes:

Capacidad del envase Dimensiones (en milimetros)

— 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 simbolo deberd cubrir al menos una décima parte de la superficie de la etiqueta y en ninglin caso serd
menor de 1 cm?. La etiqueta se fijard firmemente a una o mds superficies del envase inmediatamente después
de la introducci6n del preparado en el mismo.

La informacién que la etiqueta debe contener deberd destacar claramente del contorno y deberd tener un
tamafio y espacio que faciliten su lectura.

CASOS ESPECIALES: SUSTANCIAS

Botellas portitiles de gas

Para las bombonas porttiles de gas, los requisitos del etiquetado se considerardn satisfechos cuando se cumpla
lo dispuesto en el articulo 23 o en la letra b) del apartado 6 del articulo 24.

Sin embargo, como excepcion a lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del articulo 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 (edicién de 1994), relativa a Botellas de gas — Etiquetas de precauciones»,

— la informacion especificada en el apartado 2 del articulo 23 puede aparecer sobre un disco o una etiqueta
duradera de informacién que se mantendrd unida a la botella.

Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petréleo (GLP)

Estas sustancias estan clasificadas en el anexo 1. Pese a estar clasificadas de conformidad con el articulo 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 sélo se liberan para la com-
bustion (EN 417, edicién de septiembre de 1992, relativa a «Cartuchos metdlicos para gases licuados de petré-
leo, no recargables, con o sin vélvula, destinados a alimentar aparatos portétiles; construccion, inspeccion,
ensayos y marcado»).

Dichas botellas o cartuchos deben estar etiquetados con el simbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla-
mabilidad. No se exige en la etiqueta informacion sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la
informacién sobre dichos efectos que deberfa figurar en la etiqueta la enviard al usuario profesional la persona
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9.1.

9.1.1.1.

responsable de la comercializacién de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el articulo 27 de la
Directiva. Deberd transmitirse suficiente informacién al consumidor para que éste pueda tomar todas las pre-
cauciones necesarias para la salud y la seguridad, segiin se dispone en el apartado 3 del articulo 1 de la Direc-
tiva 91/155/CEE, modificada por la Directiva 93/112/CEE.

Metales en forma maciza

Estas sustancias estdn clasificadas en el anexo I o bien se clasificardn con arreglo al articulo 6. No obstante,
algunas de ellas, aunque clasificadas conforme al articulo 2, no suponen peligro para la salud humana en caso
de inhalacion, ingestion o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acudtico, en la forma en
que se comercializan. Tales sustancias no precisan una etiqueta conforme al articulo 23. Sin embargo, el res-
ponsable de su comercializacion comunicard al usuario toda la informacién que deberfa haber figurado en la
etiqueta, segtin el modelo establecido en el articulo 27.

Sustancias clasificadas con la frase R65

Las sustancias clasificadas como nocivas por riesgo de aspiracion no tendrdn que ser etiquetadas como nocivas
con la frase R65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador
sellado.

CASOS ESPECIALES: PREPARADOS

Preparados gaseosos (mezclas de gases)

En lo referente a los preparados gaseosos, serd preciso tener en cuenta:
— la evaluacién de las propiedades fisicoquimicas,

— la evaluacién de los peligros para la salud,

— la evaluacion de los peligros para el medio ambiente.

Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas
Inflamabilidad

Las propiedades inflamables de estos preparados se determinardn de acuerdo con el articulo 5 de la Directiva
1999/45/CE, segtin los métodos especificados en la parte A del anexo V de la presente Directiva.

Los preparados se clasificardn de acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos y con respecto a los cri-
terios del anexo V y la gufa para el etiquetado.

No obstante, en casos excepcionales, cuando los preparados se fabriquen por pedidos en pequefias cantidades,
la inflamabilidad de dichas mezclas de gases se podrd evaluar siguiendo el siguiente método de célculo:

La expresion de la mezcla de gases

AFy + o+ AF + L AF, + Byl + L+ BL+ LB

donde: A,y B; son las fracciones molares,
F; el gas inflamable,
; el gas inerte,
n el nimero de gases inflamables,

p el nimero de gases inertes,

se puede transformar en una férmula en la que todos los gases inertes I; se expresen en un equivalente de
nitrégeno, utilizando un coeficiente K;, y en la que el contenido equivalente de gas inflamable A; se expresa
del modo siguiente:

A'; = A x (100 [ (A; + KBy)
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Si se utiliza el valor del contenido méximo de gas inflamable que, en una mezcla con nitrégeno, produzca una
composicién no inflamable en el aire (Tci), se obtendrd la expresion siguiente:

A Tcis1

La mezcla de gases serd inflamable si el valor de la citada expresion es mayor que 1, entonces el preparado se
clasificard como extremadamente inflamable y se le asignard la frase R12.

Coeficientes de equivalencia (Ki)

Los valores de los coeficientes de equivalencia Ki entre los gases inertes y el nitrdgeno, y los de contenido
méximo de gas inflamable (Tci) se basardn en las tablas 1 y 2 de la norma ISO: ISO 10156, edicién de
15.12.1990 (nueva edicion de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases — Determinacion del potencial de
inflamabilidad y de la capacidad comburente para la seleccién de las vélvulas de salida de las botellas».

Contenido mdximo de gas inflamable (Tci)

El valor del contenido maximo de gas inflamable (Tci) se basard en la tabla 2 de la norma ISO: ISO 10156,
edicién de 15.12.1990 (nueva edicién de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases — Determinacén del
potencial de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la seleccion de las valvulas de salida de las
botellas».

Si hay algtin valor del Tci de gas inflamable que no figure en dicha norma, se empleard el limite inferior de
explosividad (LIE) que corresponda. Si no existe valor LIE, el valor del Tci quedard fijado en el 1 % del volu-
men.

Observaciones

— La férmula 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 pardmetros técnicos de seguridad.

— Ademds, esta férmula no proporciona ningtin dato sobre si las mezclas que contienen gases comburentes
pueden prepararse con seguridad. Para calcular la inflamabilidad no se toman en consideracién los gases
comburentes.

— Dicha expresion proporcionard resultados fiables s6lo 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.

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 deberdn evaluarse segiin el siguiente método de
célculo.

El principio del método consiste en comparar el potencial comburente de los gases que integran una mezcla
con el potencial comburente del oxigeno en el aire. La concentracién de gases en la mezcla se expresa en por-
centaje de volumen.

Se considera que la mezcla gaseosa es tan comburente o mds que el aire si se cumple la condicién siguiente:

% %G 2 21

donde:  x; es la concentracion de gas i en porcentaje de volumen,

C; es el coeficiente de equivalencia de oxigeno.

En tal caso, el preparado se clasificard como «comburente» y se le asignard la frase R8.

Coeficientes de equivalencia entre los gases comburentes y el oxigeno
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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 oxigeno en el aire, que se enumeran en el punto 5.2 de la norma
ISO: ISO 10156, edicién de 15.12.1990 (nueva edicién de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases -
Determinacién del potencial de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la seleccién de las valvulas
de salida de las botellas», son los siguientes:

0, 1

N,O 0,6

Cuando no exista un valor del coeficiente C; para un gas en la norma citada, se atribuird a este coeficiente un
valor de 40.

Etiquetado

Para las bombonas portitiles de gas, los requisitos del etiquetado se considerardn satisfechos cuando se cumpla
lo dispuesto en la letra b) del apartado 6 del articulo 11 de la Directiva 1999/45/CE.

Sin embargo, no obstante lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del articulo 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
podrén seguir las prescripciones de la norma ISO 7225 (edicién de 1994), relativa a Botellas de gas — Etique-
tas de precauciones». En este caso, la etiqueta podrd llevar la denominacion 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 informacion especificada en el articulo 10 podrd incluirse en un disco o etiqueta informativos duraderos
sujetos a la bombona.

Bombonas de gas para preparados que contengan propano, butano o gas licuado de petréleo (GLP)
fétido

El propano, el butano y el gas licuado de petrdleo estdn clasificados en el anexo I. Aunque los preparados que
contienen esas sustancias estdn clasificados con arreglo a los articulos 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 aplicacién de EN 417 como gases combustibles que
solo son liberados para la combustién (EN 417, edicién de septiembre de 1992, relativa a «Cartuchos metdli-
cos para gases licuados de petréleo, no recargables, con o sin vilvula, destinados a alimentar aparatos portati-
les; construccion, inspeccién, ensayos y marcado»).

Dichas botellas y cartuchos deben estar etiquetados con el simbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla-
mabilidad. No se exige en la etiqueta informacién sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la
informacién sobre dichos efectos que deberfa figurar en la etiqueta la enviard al usuario profesional la persona
responsable de la comercializacion de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el articulo 14 de la
Directiva 1999/45/CE. Deberd transmitirse suficiente informacién al consumidor para que éste pueda tomar
todas las precauciones necesarias para la salud y la seguridad, segtin se dispone en el apartado 3 del articulo 1
de la Directiva 91/155/CEE.

Aleaciones, preparados que contengan polimeros, preparados que contengan elastémeros

Estos preparados se clasificardn de acuerdo con los articulos 5, 6 y 7 y se etiquetardn de acuerdo con lo esta-
blecido en el articulo 10 de la Directiva 1999/45/CE.

No obstante, algunos de ellos, aunque clasificados conforme a los articulos 6 y 7, no suponen peligro para la
salud humana en caso de inhalaci6n, ingestion o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente
acudtico, en la forma en que se comercializan. No es obligatorio que estos preparados vayan etiquetados como
se indica en el articulo 10 o el punto B.9 del anexo V. De todas formas, se comunicard al usuario profesional
toda la informacion que deberfa figurar en la etiqueta, mediante un sistema de informacién, en el formato
establecido en el articulo 14 de la Directiva mencionada.
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9.4. Preparados clasificados con R65
Los preparados clasificados como nocivos por riesgo de aspiracion no tendrdn 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. Peré6xidos orgénicos
Los perdxidos organicos combinan las propiedades de un comburente y de un combustible en una sola molé-
cula: cuando se descompone un perdxido orgdnico, 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 peréxidos orgdnicos.
Deberd utilizarse el siguiente método de célculo, basado en la presencia de oxigeno activo.
El contenido en oxigeno disponible (%) de un preparado de peréxido orgdnico viene dado por la formula:
16 x 2 (n; x ¢;/my)
donde:

n; = ndmero de grupos peréxido por molécula del peréxido orgénico i,

¢; = concentracion (peso %) del peréxido orgdnico i,
m; = peso molecular del peréxido orgdnico i.
9.6. Requisitos de etiquetado adicional para determinados preparados

Determinados preparados estdn sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2
del articulo 10 y el anexo V de la Directiva 1999/45/CE y en el articulo 20 de la Directiva 98/8/CE.
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DECLARACION DE LA COMISION

Con respecto al punto 4.1.5 y, en particular, su dltimo pérrafo, la Comision declara que, en caso de que contemple
recurrir al procedimiento del articulo 28 de la Directiva 67/548/CEE, estd dispuesta a consultar previamente a expertos
competentes designados por los Estados miembros y que posean cualificaciones especificas en lo referente a los efectos
carcinogénicos, mutagénicos y toxicos para la reproduccién.

Estas consultas tendrfan lugar conforme al procedimiento habitual de consultas a expertos nacionales y/o en el marco
de los comités existentes. Se procederd de la misma manera cuando las sustancias que ya figuran en el anexo I deban
ser reclasificadas en funcién de sus efectos carcinogénicos, mutagénicos o téxicos para la reproduccion.
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ANEXO 7A

A las sustancias intermedias de exposicion limitada les serdn aplicables las disposiciones del punto 7.
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ANEXO 7B

Conjunto de ensayos simplificado para sustancias intermedias en cantidades > 1 tonelada/afio

Definiciones

Sin perjuicio de otra legislacién comunitaria, se aplicardn las siguientes definiciones:

«sustancia intermedia»: sustancia quimica que es tnicamente fabricada, consumida y utilizada en procesos qui-
micos con el fin de ser transformada en otra(s) sustancia(s) quimica(s),

«emisién»: liberaciéon de una sustancia de un sistema cuando, por ejemplo, éste pierde la estanqueidad. La
garantizacion del nivel méximo de proteccion de los trabajadores y el medio ambiente exige, como objetivo
primario, la minimizacién de las emisiones mediante una contencién rigurosa del proceso,

«exposicion»: 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, deberdn aplicarse rigurosas medidas de control de la exposicién
mediante técnicas adecuadas, teniendo bien presente la necesidad de adoptar el principio de cautela segin el
cual las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas que no han sido ensayadas se considerardn
peligrosas,

«sistema integrado de ventilacion por extraccién»: sistema de extraccion cerrado que se utiliza en combinacién
con esclusas, recintos de proteccion, contenedores, etc. para restringir los agentes quimicos al interior de la uni-
dad funcional cerrada. Las aberturas asociadas al proceso deben ser del menor tamafio posible. La fuerza de
extraccion y el sistema de ventilacion deben disefiarse de forma que dentro de la unidad de extraccién se dé
una depresion que asegure la captacién y extraccion de todos los gases, vapores y polvos que se produzcan.
Deberd evitarse el reflujo a la zona de trabajo de las sustancias peligrosas extraidas. Esto significa que las sus-
tancias peligrosas no deben poder propagarse desde la unidad funcional cerrada a la zona de trabajo,

«sistema de ventilacién por extraccién de alta eficacia»: sistema de ventilacion abierto y semiabierto, disefiado
de forma que sus dimensiones impidan a los agentes quimicos salir de la zona de captacion. Esto significa que
la presencia de agentes quimicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser practicamente excludia,

«sistema eficaz de ventilacién por extraccion»: sistema de ventilacién por extracciéon abierto y semiabierto,
disefiado de forma que sus dimensiones impidan a los agentes quimicos salir de la zona de captacion, es decir,
que la presencia de agentes quimicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser excluida en gran parte, o
que se ha demostrado que cumple los valores limite.

«otro sistema de ventilacién por extraccién»: sistema de ventilacién por extraccién abierto y semiabierto,
disefiado de forma que sus dimensiones no permitan excluir la presencia de agentes quimicos en el ambiente
del lugar de trabajo,

«usos de emisiones reducidas» son, por ejemplo:

— los envases fungibles, es decir, la sustancia peligrosa estd contenida en envases adecuados y se introduce en
un sistema de reaccién junto con el envase sin abrir,

— los cambios de consistencia, es decir, la sustancia se utiliza, por ejemplo, en forma de pasta o grinulos en
vez de pulverizada,

— la matriz de seguridad, una matriz pldstica que enmarca la sustancia peligrosa y evita el contacto directo
con la misma. La matriz plastica, en si, no es una sustancia peligrosa. No obstante, es posible que se pro-
duzca su abrasion y, por tanto, la de la sustancia peligrosa,

«usos sin emisiones» ason, por ejemplo, las matrices de seguridad sin abrasion, es decir, las que son tan resis-
tentes a la abrasion que no pueden liberarse sustancias peligrosas,
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— «técnicamente estanco»: cualidad aplicable a una subunidad cuando no se percibe ningtin escape durante los

ensayos, la supervision o la comprobacién de su estanqueidad utilizando, por ejemplo, agentes espumosos o
equipos de deteccién e indicacién de escapes utilizados en una aplicacién concreta.Los sistemas, subsistemas y
elementos funcionales son técnicamente estancos, si el indice de escape es < 0,00001 mbar*l*s™".

Solicitud de un conjunto de ensayos simplificado (CES)

En el caso de las sustancias intermedias, el notificante podré solicitar que la autoridad competente permita aplicar
un conjunto de ensayos simplificado (CES). Este conjunto de ensayos supondrd un conjunto minimo de datos que
sirva para producir una primera evaluacién del riesgo con cardcter preliminar para la comercializacién de una sus-
tancia intermedia. Basdndose en el resultado de la evaluacion del riesgo y de conformidad con el apartado 1 del
articulo 16, podran requerirse resultados de ensayos adicionales.

Condiciones para la aplicacién del conjunto de ensayos simplificado

El notificante deberd demostrar de forma satisfactoria para la autoridad competente del pais donde se notifica la
sustancia que se cumplen las siguientes condiciones:

a)

la sustancia se produce para procesos quimicos, y se consume y utiliza Gnicamente en ellos. Los monémeros
estan excluidos. Cuando por el proceso la sustancia se transforma en moléculas quimicamente distintas que no
sean polimeros;

la sustancia estd restringida, como médximo, a 2 puntos de utilizacion, 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 mds de 2 puntos de utilizacién, no se cumplen las condiciones para
un conjunto de ensayos simplificado, por lo que el expediente debe pasar al nivel apropiado;

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;

la sustancia debe estar rigurosamente contenida por medios técnicos durante la totalidad de su ciclo de vida.
Este incluye la produccion, el transporte, la purificacion, la limpieza y el mantenimiento, el muestreo, el andli-
sis, la carga y descarga de equipos o recipientes, y la eliminacion o purificacion 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 estd garantizada o una estructura cerrada provista de un sistema integrado de ventilacién
por extraccién;

en los casos en que exista riesgo de exposicion, deberdn utilizarse las técnicas reglamentarias para reducir al
minimo las emisiones y la exposicion resultante;

cuando se realicen labores de limpieza y mantenimiento deberdn aplicarse procedimientos especiales como la
purgacion y el lavado antes de abrir el sistema o ingresar en él;

las operaciones de transporte se realizardn de acuerdo con los requisitos de la Directiva 94/55/CE del Consejo
y sus posteriores modificaciones;

puede producirse exposicién ambiental en caso de accidente y cuando se generan residuos debido a la aplica-
cién de procedimientos de purificacién, limpieza y mantenimiento. En ambos casos, deberdn utilizarse las téc-
nicas reglamentarias para minimizar las emisiones y la exposicion resultante;

debe contarse con un sistema de gestién que establezca las funciones de cada persona en la empresa;

el envase de la sustancia se etiquetard de acuerdo con el anexo VI de la Directiva 67/548/ CEE, afiadiendo la
frase: «Precaucion: sustancia en fase de ensayon.

el notificante debe aplicar un sistema de gestion del producto y debe supervisar a los usuarios (dos como
méximo) 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 aplicacién de un conjunto de ensayos simplificado a una sustancia deberd presentar el
siguiente expediente técnico ante la autoridad competente en todos los centros de produccién y uso:

a) declaracion de que el notificante y cada usuario aceptan las condiciones enumeradas en el punto 3;

b) wuna descripcién de las medidas técnicas que permiten garantizar el aislamiento de la sustancia (!), como son
los procedimientos de carga, toma de muestras, transferencia y limpieza. No serd necesario proporcionar deta-
lles de la totalidad de cada junta o de la eficiencia del sistema integrado de ventilaciéon por extraccion. Sin
embargo, independientemente de cudles sean los medios utilizados para lograr el aislamiento total del proceso,
es importante que, en caso necesario, pueda disponerse de informacién para comprobar la veracidad de las
afirmaciones hechas;

¢) en caso de incumplimiento de los criterios para la evaluacién de sistemas cerrados durante la manipulacién de
los agentes quimicos detallados en el punto 5, el notificante deberd presentar datos de exposicién basados en
datos representativos de la supervision y/o modelos de cdlculo fiables, que permitan a la autoridad competente
decidir si acepta o no la solicitud;

d) una descripcién detallada de los procesos que tienen lugar en todos los centros relacionados con la produccién
y el uso. En especial, debe indicarse si los residuos de la produccion y/o el tratamiento se vierten en aguas resi-
duales, si se incineran los residuos liquidos y sélidos, y cémo se realizan la limpieza y el mantenimiento de los
equipos.

¢) una evaluacion detallada de las posibles emisiones y de la posible exposicion de personas y medio ambiente
durante todo el ciclo de vida, incluyendo detalles de las diversas reacciones quimicas implicadas en el proceso
y de la forma en que se tratan los residuos. En los casos en que las emisiones puedan producir exposicion,
deben describirse con suficiente detalle los medios para controlarlas, a fin de permitir a la autoridad compe-
tente decidir si acepta la declaracién o si calcula un indice de emisiones de acuerdo con el documento de orien-
tacion técnica de la Unién Europea;

f) los cambios que pudieran afectar a la exposicién 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 informacién prescrita para el conjunto de ensayos simplificado es la siguiente:

Anexo VILB mds los siguientes ensayos del presente anexo:
— presion del vapor de agua (3.4),

— propiedades explosivas (3.11),

— temperatura de ignicién espontdnea (3.12),

— propiedades comburentes (3.13),

— granulometria (3.15),

— toxicidad aguda para Daphnia (5.1.2).

Por otra parte, el notificante deberd incluir otros datos pertinentes que permitan que la autoridad competente
adopte una decisién bien fundamentada y que el usuario aplique los controles adecuados en el centro de proce-
sado intermedio. Asi, por ejemplo, si se dispone de informacién fisicoquimica y/o toxicoldgica yfo informacién
sobre el comportamiento medioambiental suplementaria, estos datos también deben presentarse. Ademds, el
notificante debe revisar los datos sobre toxicidad y ecotoxicidad disponibles acerca de las sustancias que tengan
una relacion estructural proxima a la sustancia notificada. Si se dispone de datos pertinentes, especialmente
sobre toxicidad y carcinogenicidad crénicas y para la reproduccién, debe proporcionarse un resumen de estos
datos;

h) datos personales del notificante, el productor y el o los usuario(s).

(") El tipo de construccién 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 decision en cuanto a si el aislamiento completo
estd 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 evaluacién de sistemas cerrados durante la manipulacién de agentes quimicos», 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 serd necesario
que en la descripcién proporcionada de las medidas técnicas se trate cada tipo de elemento funcional cerrado. Toda desviacion de las
condiciones especificadas en los Criterios deberd ser debidamente descrita y justificada.
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5.1.

5.2.

Criterios para la evaluacién de sistemas cerrados durante la manipulacién de agentes quimicos
Utilizacion

La planta de procesado se evalia mediante un indice de evaluacién segtin el que se clasifican la manipulacién de la
sustancia y el potencial de exposicion resultante del procesado. El notificante examinard la planta de procesado o la
unidad correspondiente para determinar el indice de evaluacion. Los elementos funcionales deben evaluarse uno a
uno.

Los sistemas se consideran cerrados si la evaluacidn de todos los elementos funcionales disponibles corresponde al
indice de evaluacién 0,5 y si s6lo estdn implicados elementos funcionales que son de tipo cerrado y estanqueidad
comprobada yfo equipados de ventilacién integrada por extracciéon. Ademds, el contacto directo de piel debe estar
excluido.

En la lista de ejemplos, los elementos funcionales pertinentes van acompafiados del indicador 0,5 en negrita.

Los elementos funcionales del tipo parcialmente abierto con sistema de ventilaciéon por extraccién de alta eficacia
(también acompafiados 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 indice de evaluacién 1, no se garantiza el respeto del
valor limite ni en todos los casos ni de forma permanente. Estos elementos funcionales son:

1 — tipo cerrado, estanqueidad no asegurada

1 — tipo parcialmente abierto con ventilacién por extraccién efectiva.

En el caso de los elementos funcionales a los que se asignen los indices de evaluacién 2 y 4, no se garantiza el res-
peto del valor limite en todos los casos. Estos elementos funcionales son:

2 — de tipo parcialmente abierto, disefiado para funcionar con un sistema de ventilacién por extraccién simple
2 — abierto con sistema de ventilacién por extraccion simple

4 — tipo abierto o tipo parcialmente abierto

4 — ventilacién natural.

La lista de ejemplos del cuadro 1 facilita la clasificacion de los elementos funcionales. Los elementos funcionales no
incluidos en la lista de ejemplos pueden clasificarse por analogia. A continuacién puede clasificarse la planta o la
unidad, utilizando el indice del elemento funcional que ha recibido el indice de evaluacién mds alto.

Comprobacién

El uso de este criterio requiere el respeto de los pardmetros fijados para el procesado asi como el correcto funciona-
miento de los controles citados en la lista de ejemplos (por ejemplo, la inspeccién y el mantenimiento).

Aplicacién de un conjunto de ensayos simplificado

Si la autoridad competente acepta la solicitud del notificante para aplicar un CES, deberdn suministrarse datos de
los ensayos yfo estudios indicados en el punto 7.4 para el expediente técnico mencionado en el articulo 7. Con-
viene observar que a las cantidades inferiores a 1 tonelada/afio 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 VILA relativo a las sustancias intermedias, la autoridad competente
haya autorizado la aplicacién de un conjunto de ensayos simplificado a una sustancia quimica, los requisitos de la pre-
sente seccién se reducirdn 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 exigird la realizacién de todos los
ensayos y estudios contemplados en los puntos 3 a 6 del anexo VILA (a excepcién de los ya llevados a cabo); ade-
més, la autoridad competente podréd exigir la realizacién de ensayos y estudios del nivel 1 relativos a los organis-
mos acuaticos,

— 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 exigird la realizacién de
los ensayos y estudios del nivel 1 relativos a la toxicidad para la reproduccién. La autoridad competente podrd deci-
dir que la clasificacién de la sustancia como sustancia intermedia, lo que permite aplicar un conjunto de ensayos
simplificado, constituye una buena razén para estimar que no son apropiados una o mas de los ensayos y estudios,
con excepcion de los que se lleven a cabo en materia de toxicidad para la reproduccién.

ANEXO 8B

Cuando la cantidad de sustancia comercializada alcance 1 000 toneladas por afio y fabricante o cuando la cantidad total
de sustancia comercializada alcance la cifra de 5 000 toneladas por fabricante; no se exigirdin normalmente los estudios
adicionales mencionados en el nivel 1 o 2. La autoridad Competente deberd considerar caso por caso los ensayos adicio-
nales y podré exigirlos incluyendo los establecidos en el nivel 1 y 2 de este anexo.
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