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I

(Atti per i quali la pubblicazione è una condizione di applicabilità)

DIRETTIVA 2001/59/CE DELLA COMMISSIONE

del 6 agosto 2001

recante ventottesimo adeguamento al progresso tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio
concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative, regolamentari ed amministrative

relative alla classificazione, all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose

(Testo rilevante ai fini del SEE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITÀ EUROPEE,

visto il trattato che istituisce la Comunità europea,

vista la direttiva 67/548/CEE del Consiglio, del 27 giugno
1967, concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislati-
ve, regolamentari ed amministrative relative alla classificazione,
all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose (1),
modificata da ultimo dalla direttiva 2000/33/CE della Commis-
sione (2), in particolare l'articolo 28,

considerando quanto segue:

(1) L'allegato I della direttiva 67/548/CEE contiene un
elenco di sostanze pericolose e informazioni dettagliate
sulla classificazione e l'etichettatura di ciascuna sostanza.
In base alle attuali conoscenze scientifiche e tecniche
risulta necessario adeguare al progresso tecnico l'elenco
delle sostanze pericolose che figurano in tale allegato. In
particolare, occorre includere le denominazioni in lingua
finlandese e svedese nelle tabelle A e B della prefazione
all'allegato I. Determinate sezioni della prefazione dell'al-
legato I necessitano di correzioni tecniche in alcune ver-
sioni linguistiche. È opportuno pubblicare un testo
aggiornato e rifuso della prefazione all'allegato I. Inoltre,
anche l'elenco dovrebbe essere aggiornato in modo da
inserirvi le sostanze nuove che sono state notificate e
ulteriori sostanze esistenti; l'identità, la denominazione,
la classificazione, l'etichettatura e/o i limiti di concentra-
zione per talune sostanze dovrebbero essere rivisti in
modo da riflettere l'evoluzione delle conoscenze tecni-
che; le voci riferite a tre sostanze dovrebbero essere
rimosse dall'elenco, perché sono già comprese in altre
voci.

(2) L'allegato II della direttiva 67/548/CEE contiene un
elenco di simboli e indicazioni di pericolo per le
sostanze e i preparati pericolosi. L'allegato III della diret-
tiva 67/548/CEE contiene un elenco di frasi che indi-
cano la natura dei rischi specifici, attribuite alle sostanze

e ai preparati pericolosi. L'allegato IV della direttiva
67/548/CEE contiene un elenco di frasi che esprimono
consigli di prudenza in relazione alle sostanze e ai pre-
parati pericolosi. Le corrispondenti espressioni nelle lin-
gue finlandese e svedese devono essere incluse negli alle-
gati II, III e IV. Alcune sezioni degli allegati II, III e IV
necessitano di correzioni tecniche in talune versioni lin-
guistiche. È opportuno pubblicare un testo aggiornato e
rifuso degli allegati II, III e IV.

(3) L'articolo 1 della direttiva 1999/33/CE del Parlamento
europeo e del Consiglio (3) consentiva alla Svezia di
imporre, dal 1° gennaio 1999 fino al 31 dicembre 2000,
l'uso della frase R340 supplementare, non elencata nel-
l'allegato III, per le sostanze classificate come cancero-
gene della categoria 3, in sostituzione della frase R40.
Gli esperti degli Stati membri hanno deciso di rivedere il
testo della frase R40 per fare riferimento alle sostanze
cancerogene della categoria 3. È opportuno aggiungere
all'allegato III la nuova frase R68 recante il testo origi-
nale della frase R40 per la classificazione e l'etichettatura
delle sostanze mutagene della categoria 3 e nocive elen-
cate nell'allegato I. Per tali sostanze nocive e mutagene
della categoria 3 occorre dunque rivedere la classifica-
zione e l'etichettatura e i limiti di concentrazione che
contengono la frase R 40, enunciati nell'allegato I.

(4) L'allegato V della direttiva 67/548/CEE stabilisce i
metodi per la determinazione delle proprietà fisicochi-
miche, tossiche ed ecotossiche delle sostanze e dei pre-
parati. È necessario adeguare tale allegato al progresso
tecnico. È opportuno ridurre al minimo il numero di
animali utilizzati a fini sperimentali, conformemente alla
direttiva 86/609/CEE del Consiglio (4). Pertanto occorre
sopprimere il capitolo B.1, essendo ora disponibili
metodi alternativi che ricorrono ad un numero più limi-
tato di animali. È opportuno prendere in debita conside-
razione i metodi riconosciuti e raccomandati dalle orga-
nizzazioni internazionali competenti. I metodi per la
tossicità orale subcronica di cui ai capitoli B.26 e B.27
dovrebbero essere rivisti di conseguenza, mentre sarebbe
opportuno aggiungere nell'allegato V i capitoli C.14 e

(1) GU 196 del 16.8.1967, pag. 1.
(2) GU L 136 dell'8.6.2000, pag. 90.

(3) GU L 199 del 30.7.1999, pag. 57.
(4) GU L 358 del 18.12.1986, pag. 1.
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C.20 sulla tossicità ambientale. Determinate sezioni del-
l'allegato V necessitano di correzioni tecniche in talune
versioni linguistiche.

(5) L'allegato VI della direttiva 67/548/CEE contiene i requi-
siti generali per la classificazione e l'etichettatura di
sostanze e preparati pericolosi. Occorre adeguare tale
allegato al progresso tecnico. Determinate sezioni di tale
allegato necessitano di correzioni tecniche in talune ver-
sioni linguistiche. Alcune sezioni devono essere pubbli-
cate in lingua finlandese e svedese. È opportuno pubbli-
care un testo aggiornato e rifuso dell'allegato VI, in cui
sia incluso in particolare un riferimento alla direttiva
1999/45/CE del Parlamento europeo e del Consiglio, del
31 maggio 1999, concernente il ravvicinamento delle
disposizioni legislative, regolamentari ed amministrative
degli Stati membri relative alla classificazione, all'imbal-
laggio e all'etichettatura dei preparati pericolosi (1).

(6) Conformemente alle disposizioni della direttiva
67/548/CEE qualunque nuova sostanza immessa in
commercio deve essere notificata alle autorità compe-
tenti dello Stato membro mediante una notifica che con-
tenga determinate informazioni, tra cui anche un fasci-
colo tecnico. Per le sostanze nuove fornite e consumate
in una reazione chimica, che sono rigorosamente con-
trollate (intermedi ad esposizione limitata), è tecnica-
mente giustificato e opportuno predisporre un fascicolo
tecnico recante un insieme di prove ridotto (IPR). Alla
luce dell'attuale progresso tecnico è possibile limitare al
minimo l'esposizione di soggetti umani e dell'ambiente
contenendo in modo rigoroso il processo chimico.

(7) È opportuno che il fascicolo tecnico contenga un
insieme di prove riferito agli intermedi ad esposizione
limitata, nel quale figurino le informazioni necessarie
per la valutazione dei loro probabili rischi per la salute
umane e l'ambiente. L'allegato VII dovrebbe specificare il
contenuto del fascicolo tecnico e l'allegato VIII descri-
vere test e studi supplementari che potrebbero essere
richiesti per gli intermedi ad esposizione limitata venduti
in quantità più elevate.

(8) Potrebbe risultare necessario rivedere i criteri di notifica
degli intermedi ad esposizione limitata alla luce del pro-
gresso tecnico e delle esperienze acquisite con le notifi-
che presentate conformemente ai nuovi requisiti speci-
fici stabiliti nella presente direttiva.

(9) Le disposizioni stabilite nella presente direttiva sono
conformi al parere del comitato per l'adeguamento al
progresso tecnico della legislazione intesa ad eliminare
gli ostacoli tecnici agli scambi nel campo delle sostanze
e dei preparati pericolosi,

HA ADOTTATO LA PRESENTE DIRETTIVA:

Articolo 1

La direttiva 67/548/CEE è modificata come segue:

1) L'allegato I è modificato nel modo seguente:

a) nelle tabelle A e B della prefazione all'allegato I sono
inserite anche le denominazioni in lingua finlandese e
svedese. In alcune versioni linguistiche della direttiva
sono apportate correzioni tecniche a determinate
sezioni della prefazione e delle tabelle A e B. La prefa-
zione contenente le tabelle A e B è sostituita dall'alle-
gato 1A della presente direttiva.

b) Le voci di cui all'allegato 1B della presente direttiva
sostituiscono le corrispondenti voci.

c) Sono inserite le voci di cui all'allegato 1C della presente
direttiva.

d) Sono soppresse le voci di cui all'allegato 1D della pre-
sente direttiva.

e) Le voci di cui all'allegato 1E della presente direttiva
sono modificate per sostituzione dei riferimenti di clas-
sificazione «Muta. Cat. 3; R40» con «Muta. Cat. 3; R68»
e per sostituzione del riferimento alla frase R40 con un
riferimento alla frase R68.

f) Le voci di cui all'allegato 1F della presente direttiva
sono modificate per sostituzione dei riferimenti di clas-
sificazione «Xn; R40» con «Xn; R68» e per sostituzione
del riferimento alla frase R40 con un riferimento alla
frase R68.

g) La voce di cui all'allegato 1G della presente direttiva è
modificata per sostituzione dei riferimenti ai limiti di
concentrazione «Xn; R40/20/21/22» con «Xn;
R68/20/21/22».

h) La voce di cui all'allegato 1H della presente direttiva è
modificata per sostituzione dei riferimenti ai limiti di
concentrazione «Xn; R20/21/22-40/20/21/22» con «Xn;
R20/21/22-68/20/21/22».

i) Le voci di cui all'allegato 1I della presente direttiva
sono modificate per sostituzione dei riferimenti di clas-
sificazione «Muta. Cat. 3; R40» con «Muta. Cat. 3;
R68».

j) Le voci di cui all'allegato 1J della presente direttiva
sono modificate per sostituzione dei riferimenti di clas-
sificazione «Muta. Cat. 3; R40» con «Muta. Cat. 3; R68»
e per aggiunta della frase R68 all'etichetta.

2) Nell'allegato II sono inserite le versioni in lingua svedese e
finlandese e alcune correzioni tecniche per talune versioni
linguistiche. Tale allegato è dunque sostituito dall'allegato 2
della presente direttiva.

3) Nell'allegato III sono inserite le versioni in lingua svedese e
finlandese e alcune correzioni tecniche per talune versioni
linguistiche. Tale allegato è dunque sostituito dall'allegato 3
della presente direttiva.

4) Nell'allegato IV sono inserite le versioni in lingua svedese e
finlandese e alcune correzioni tecniche per talune versioni
linguistiche. Tale allegato è dunque sostituito dall'allegato 4
della presente direttiva.(1) GU L 200 del 30.7.1999, pag. 1.
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5) L'allegato V è modificato nel modo seguente:

a) è soppresso il capitolo B.1.

b) Nella versione inglese il titolo del capitolo B13/14 è
sostituito dal testo di cui all'allegato 5A.

c) Nella versione francese l'ultima frase del paragrafo
1.4.2.2 del capitolo B.39 è sostituita dal testo di cui
all'allegato 5B.

d) Nella versione inglese l'equazione che figura nell'ultima
frase del paragrafo 1.7.1.6 del capitolo B.41 è sostituita
con il testo di cui all'allegato 5C.

e) Il metodo di prova per la tossicità orale subcronica nei
roditori è modificato conformemente all'allegato 5D
della presente direttiva, il quale sostituisce il capitolo
B.26.

f) Il metodo di prova per la tossicità orale subcronica
negli animali diversi dai roditori è modificato confor-
memente all'allegato 5E della presente direttiva, il quale
sostituisce il capitolo B.27.

g) I nuovi sette metodi di prova per la tossicità ambientale
di cui all'allegato 5F della presente direttiva sono
aggiunti alla parte C.

6) Nell'allegato VI sono inserite le versioni in lingua svedese e
finlandese, alcune correzioni tecniche per talune versioni
linguistiche e ulteriori aggiornamenti tecnici dettagliati.
Tale allegato è dunque sostituito dall'allegato 6 della pre-
sente direttiva.

7) Nell'allegato VII.A figura un fascicolo tecnico contenente
una batteria di test per gli intermedi ad esposizione limitata
con le necessarie informazioni per valutarne i probabili
rischi per la salute umana e per l'ambiente. L'allegato VII.A
è dunque modificato nel modo seguente:

a) prima della sezione 0 dell'allegato VII.A è inserito il
testo di cui all'allegato 7A della presente direttiva;

b) alla fine dell'allegato VII.A è inserito il testo di cui all'al-
legato 7B della presente direttiva.

8) Nell'allegato VIII figurano ulteriori test e studi che potreb-
bero essere richiesti per gli intermedi ad esposizione limi-
tata venduti in quantità più elevate. L'allegato VIII è dunque
modificato nel modo seguente:

a) Il testo di cui all'allegato 8A della presente direttiva è
inserito tra «livello 1 » e «studi fisicochimici» dell'alle-
gato 8;

b) Il testo di cui all'allegato 8B della presente direttiva è
inserito tra «livello 2» e «studi tossicologici» dell'allegato
8.

Articolo 2

1. Entro il 30 luglio 2002 gli Stati membri adottano e pub-
blicano le disposizioni legislative, regolamentari ed amministra-
tive necessarie per conformarsi alla presente direttiva. Essi ne
informano immediatamente la Commissione.

2. Gli stati membri applicano le disposizioni legislative,
regolamentari ed amministrative di cui al paragrafo 1:

a) a decorrere dal 30 luglio 2002 o prima di tale data per le
sostanze pericolose;

b) a decorrere dal 30 luglio 2002 per i preparati che esulano
dal campo d'applicazione della direttiva 91/414/CEE del
Consiglio (1) o della direttiva 98/8/CE del Parlamento euro-
peo e del Consiglio (2);

c) a decorrere dal 30 luglio 2004 per i preparati disciplinati
dalla direttiva 91/414/CEE o dalla direttiva 98/8/CE.

Essi ne informano immediatamente la Commissione.

Quando gli Stati membri adottano tali disposizioni, queste con-
tengono un riferimento alla presente direttiva o sono corredate
di un siffatto riferimento all'atto della pubblicazione ufficiale.
Le modalità del riferimento sono decise dagli Stati membri.

3. Gli Stati membri informano la Commissione delle princi-
pali disposizioni nazionali che essi adottano nel settore discipli-
nato dalla presente direttiva e trasmettono una tabella che indi-
chi le correlazioni tra la presente direttiva e tali disposizioni.

Articolo 3

La presente direttiva entra in vigore il terzo giorno successivo
alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale delle Comunità europee.

Articolo 4

Gli Stati membri sono destinatari della presente direttiva.

Fatto a Bruxelles, il 6 agosto 2001.

Per la Commissione
Margot WALLSTRÖM

Membro della Commissione

(1) GU L 230 del 19.8.1991, pag. 1.
(2) GU L 123 del 24.4.1998, pag. 1.
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ALLEGATO 1A

PREFAZIONE ALL'ALLEGATO I

Introduzione

L'allegato I è un elenco di sostanze pericolose per le quali, a livello comunitario, sono state concordate una classifica-
zione e un'etichettatura armonizzate conformemente alla procedura di cui all'articolo 4, paragrafo 3, della presente
direttiva.

Elenco delle sostanze

Nell'allegato I le sostanze sono elencate in funzione del numero atomico dell'elemento più caratteristico delle loro pro-
prietà. La tabella A contiene un elenco degli elementi chimici disposti secondo il loro numero atomico. Data la loro
varietà, le sostanze organiche sono state inserite nelle categorie convenzionali indicate nella tabella B.

Il numero di ogni sostanza è rappresentato da una sequenza numerica del tipo ABC-RST-VW-Y, dove:

� ABC rappresenta il numero atomico dell'elemento chimico più caratteristico (preceduto da uno o due zeri per com-
pletare la sequenza), o il numero della categoria convenzionale relativa alle sostanze organiche;

� RST rappresenta il numero progressivo delle sostanze considerate nella sequenza ABC;

� VW indica la forma di cui la sostanza viene prodotta o immessa in commercio;

� Y rappresenta la cifra di controllo (check-digit) calcolata secondo il metodo ISBN (International Standard Book
Number).

Ad esempio, il numero del clorato di sodio è: 017-005-00-9.

Per le sostanze pericolose incluse nell'inventario europeo delle sostanze chimiche esistenti a carattere commerciale
(Einecs) (GU C 146 A del 15.6.1990) viene indicato anche il numero Einecs, rappresentato da una sequenza di sette
cifre del tipo XXX-XXX-X che inizia da 200-001-8.

Per le sostanze pericolose notificate ai sensi della presente direttiva viene indicato il numero della sostanza dell'elenco
europeo delle sostanze chimiche notificate (Elincs). Detto numero è rappresentato da una sequenza di sette cifre del tipo
XXX-XXX-X che inizia da 400-010-9.

Per le sostanze pericolose incluse nell'elenco degli «ex-polimeri» (Documento, Ufficio delle pubblicazioni ufficiali delle
Comunità europee, 1997. ISBN 92-827-8995-0) viene indicato il numero dell'ex-polimero, rappresentato da una
sequenza di sette cifre del tipo XXX-XXX-X che inizia da 500-001-9.

Viene anche indicato il numero CAS (Chemical Abstracts Service) per facilitare l'identificazione della sostanza. Va sotto-
lineato che il numero Einecs comprende sia le forme anidre che idrate di una sostanza, mentre spesso vi sono numera-
zioni CAS diverse per le due forme. In ogni caso il numero CAS indicato si riferisce soltanto alla forma anidra e per-
tanto non descrive sempre le sostanze in modo altrettanto preciso rispetto al numero Einecs.

In genere non sono indicati i numeri Einecs, Elincs, «ex-polimeri» o CAS per i preparati composti da oltre quattro
sostanze diverse.

Nomenclatura

Le sostanze pericolose sono contrassegnate ovunque possibile dalle denominazioni Einecs, Elincs o ex-polimeri. Le altre
sostanze non incluse negli elenchi Einecs, Elincs o degli ex-polimeri sono designate con una denominazione chimica
riconosciuta a livello internazionale (ad esempio ISO, IUPAC); in alcuni casi viene specificato anche il nome comune.

Le impurezze, gli additivi e altri componenti minori non vengono solitamente indicati, sempreché non contribuiscano
in modo rilevante alla classificazione della sostanza.

Alcune sostanze sono descritte come «miscela di A e B» e si riferiscono ad una miscela specifica. In alcuni casi, quando
risulta necessario definire la sostanza immessa in commercio, sono indicate le proporzioni delle sostanze principali pre-
senti nella miscela.
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La denominazione di alcune sostanze comprende l'indicazione della purezza espressa in percentuale. Le sostanze che
presentano un tenore più elevato di sostanza attiva (ad esempio un perossido organico) non figurano nell'allegato I e
possono presentare altre proprietà pericolose (ad esempio esplosive). Quando vengono indicati i limiti di concentrazione
specifici, essi si riferiscono alla sostanza o alle sostanze figuranti nell'elenco. In particolare, nel caso di miscele o di
sostanze descritte con l'indicazione della purezza specifica in percentuale, i limiti si applicano alla sostanza nella forma
in cui questa viene descritta nell'allegato I, e non alla sostanza pura.

L'articolo 23, paragrafo 2, lettera a), prevede che, per le sostanze elencate nell'allegato I, il nome della sostanza che deve
figurare sull'etichetta corrisponda ad uno di quelli indicati nell'allegato. Per facilitare l'identificazione di alcune sostanze
sono state aggiunte in parentesi quadra informazioni supplementari che comunque non devono necessariamente figu-
rare sull'etichetta.

Alcune voci contengono indicazioni circa le impurità; per esempio il n. 607-190-00-X: acrilammidometossiacetato di
metile (contenente Å 0,1 % di acrilammide). In questi casi il riferimento tra parentesi fa parte del nome e deve figurare
sull'etichetta.

Alcune voci si riferiscono a gruppi di sostanze; per esempio il n. 006-007-00-5: «acido cianidrico (sali di �) ad ecce-
zione dei cianuri complessi, come ferrocianuri, ferricianuri e ossicianuro di mercurio». Per le singole sostanze incluse in
queste voci deve essere indicata la designazione Einecs o un'altra designazione riconosciuta a livello internazionale.

Presentazione

Per ogni sostanza figurante nell'allegato I vengono fornite le seguenti informazioni:

a) Classificazione:

i) Il processo di classificazione consiste nell'inserire una sostanza in una o più categorie di pericolo di cui all'arti-
colo 2, paragrafo 2, della direttiva 93/32/CEE del Consiglio (GU L 154 del 5.6.1992, pag. 1), attribuendole la o
le corrispondenti frasi di rischio. La classificazione ha implicazioni dirette non solo per l'etichettatura, ma
anche per altre disposizioni legislative e regolatorie relative alle sostanze pericolose;

ii) La classificazione per singola categoria di pericolo è generalmente indicata da un'abbreviazione che rimanda
alla categoria di pericolo e alla o alle corrispondenti frasi di rischio. Tuttavia, in alcuni casi (ad esempio per le
sostanze classificate come infiammabili o sensibilizzanti e per alcune sostanze classificate come pericolose per
l'ambiente) compaiono solo le frasi di rischio;

iii) In appresso figurano le abbreviazioni di ciascuna categoria di pericolo:

� Esplosivo: E

� Comburente: O

� Estremamente infiammabile: F+

� Facilmente infiammabile: F

� Infiammabile: R 10

� Altamente tossico: T+

� Tossico: T

� Nocivo: Xn

� Corrosivo: C

� Irritante: Xi

� Sensibilizzante: R 42 e/o R 43

� Cancerogeno: Carc. Cat. (1)

� Mutageno: Muta. Cat. (1)

� Tossico per la riproduzione: Repr. Cat. (1)

� Pericoloso per l'ambiente: N e/o R 52, R 53, R 59;

iv) Sono indicate frasi di rischio supplementari che descrivono altre proprietà (cfr. punti 2.2.6 e 3.2.8 della guida
all'etichettatura), sebbene non facciano formalmente parte della classificazione.

(1) Se del caso viene indicata la categoria della sostanza cancerogena, mutagena o tossica per il ciclo riproduttivo ad esempio 1, 2 o 3.
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b) Etichetta, sulla quale figurano:

i) la lettera attribuita alla sostanza conformemente all'allegato II [cfr. articolo 23, paragrafo 2, lettera c)], che
funge da abbreviazione per il simbolo e per l'indicazione di pericolo (se questi sono assegnati);

ii) le frasi di rischio, rappresentate da una serie di cifre precedute dalla lettera R che indica la natura dei rischi par-
ticolari di cui all'allegato III [cfr. articolo 23, paragrafo 2, lettera d)]. Le cifre sono separate da:

� un trattino orizzontale (-) per indicare enunciazioni separate dei rischi particolari (R), o

� una barra inclinata (/) per indicare l'enunciazione combinata, in una sola frase, dei rischi particolari di cui
all'allegato III;

iii) i consigli di prudenza, rappresentati da una serie di cifre precedute dalla lettera S che indica le precauzioni di
sicurezza raccomandate ai sensi dell'allegato IV [cfr. articolo 23, paragrafo 2, lettera e)]. Anche in questo caso
le cifre sono separate da un trattino orizzontale o da una barra inclinata e il significato delle precauzioni di
sicurezza raccomandate è spiegato nell'allegato IV. I consigli di prudenza si riferiscono solo alle sostanze; per i
preparati i consigli sono scelti in base alle regole abituali.

Si osserva che per talune sostanze e preparati pericolosi venduti al pubblico alcune frasi S sono obbligatorie.

Le frasi S 1, S 2 ed S 45 sono obbligatorie per tutte le sostanze e i preparati altamente tossici, tossici e corro-
sivi venduti al pubblico.

Le frasi S 2 e S 46 sono obbligatorie per tutte le altre sostanze e preparati pericolosi venduti al pubblico ad
eccezione di quelli classificati soltanto come pericolosi per l'ambiente.

Le frasi S 1 e S 2, indicate tra parentesi nell'allegato I, possono anche non comparire sull'etichetta qualora la
sostanza o il preparato siano venduti per usi esclusivamente industriali.

c) Limiti di concentrazione e relative classificazioni necessari per classificare i preparati pericolosi contenenti la sostanza
in conformità della direttiva 1999/45/CE.

Salvo diversamente specificato, i limiti di concentrazione sono espressi in percentuale del peso della sostanza calco-
lato sulla base del peso totale del preparato.

Quando non vengono espressamente indicati i limiti di concentrazione, nell'applicare il metodo convenzionale di
valutazione dei rischi per la salute si utilizzano i limiti di cui all'allegato II, e nell'applicare il metodo convenzionale
di valutazione dei rischi per l'ambiente si utilizzano i limiti dell'allegato III della direttiva 1999/45/CE del Parla-
mento europeo e del Consiglio (GU L 200 del 30.7.1999, pag. 1).

Note esplicative generali

Gruppi di sostanze

Nell'allegato I figurano anche alcuni gruppi di sostanze: in questi casi i requisiti di classificazione e di etichettatura si
applicano a tutte le sostanze del gruppo se queste sono immesse in commercio e figurano nell'Einecs o nell'Elincs. Qua-
lora una sostanza inclusa in un gruppo si trovi in un'altra sostanza sotto forma di impurità, ai fini della sua etichetta-
tura vengono presi in considerazione i requisiti di classificazione e di etichettatura relativi al gruppo di sostanze.

In alcuni casi esistono requisiti di classificazione e di etichettatura per sostanze particolari incluse nei gruppi di sostanze.
In detti casi, per la sostanza vi sarà una voce specifica nell'allegato I e il gruppo di sostanze recherà l'indicazione «Ad
eccezione delle sostanze specificate nel presente allegato».

In alcuni casi determinate sostanze possono essere incluse in più gruppi di sostanze. Per esempio l'ossalato di piombo
(Einecs n. 212-413-5) compare sia nella voce dei composti del piombo (082-001-00-6), sia in quella dei sali di acido
ossalico (607-007-00-3). In questi casi l'etichettatura della sostanza ricalca quella di ciascuno dei due gruppi di sostanze.
Qualora siano indicate classificazioni differenti per lo stesso rischio, l'etichetta della sostanza in questione dovrà recare
la frase di rischio corrispondente alla classificazione più restrittiva (cfr. la nota A in appresso).

Salvo indicazione contraria, le voci riguardanti i sali (a prescindere dalla loro denominazione) riportate nell'allegato I si
riferiscono sia alla forma anidra sia a quella idrata.
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Sostanze con il numero Elincs

Le sostanze dell'allegato I che presentano un numero Elincs sono state notificate ai sensi della presente direttiva. Il pro-
duttore o l'importatore che non abbia in precedenza notificato dette sostanze e che intenda immetterle in commercio
deve attenersi alle disposizioni della presente direttiva.

Spiegazione delle note relative all'identificazione, classificazione ed etichettatura delle sostanze

Nota A:

Il nome della sostanza deve figurare sull'etichetta sotto una delle denominazioni di cui all'allegato I [cfr. articolo 23,
paragrafo 2, lettera a)].

Nell'allegato I è talvolta utilizzata la denominazione generale del tipo: «composti di �» o «sali di �». In tal caso, il fab-
bricante o qualsiasi persona che immette tale sostanza sul mercato è tenuto a precisare sull'etichetta il nome esatto,
tenendo conto del capitolo «Nomenclatura» della prefazione.

Esempio: per BeCl2 (Einecs n. 232-116-4): cloruro di berillio.

La direttiva stabilisce inoltre che i simboli, le indicazioni di pericolo e le frasi R e S da utilizzare per ciascuna sostanza
siano tratte dall'allegato I [cfr. articolo 23, paragrafo 2, lettere c), d) e e)].

Per le sostanze che rientrano in un determinato gruppo di sostanze incluse nell'allegato I, i simboli, le indicazioni di
pericolo e le frasi R e S da utilizzare devono essere tratti dalla rispettiva voce dell'allegato I.

Per le sostanze che rientrano in più gruppi di sostanze incluse nell'allegato I, i simboli, le indicazioni di pericolo e le
frasi R e S da utilizzare per ciascuna sostanza devono essere tratti dalle rispettive voci dell'allegato I. Qualora due voci
indichino due classificazioni differenti per lo stesso rischio, si utilizza la classificazione più restrittiva.

Esempio:

per una sostanza AB non classificata con una voce individuale nell'allegato I:

Allegato I � gruppo di composti di A:

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

Allegato I � gruppo di composti di B:

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

La classificazione della sostanza AB risulta quindi:

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

Nota B:

Talune sostanze (acidi, basi, ecc.) vengono immesse in commercio in soluzione acquosa a diverse concentrazioni e
richiedono pertanto un'etichettatura diversa poiché i rischi variano in funzione della concentrazione.

Per le sostanze dell'allegato I accompagnate dalla nota B viene utilizzata una denominazione generale del tipo: «acido
nitrico � %».

In questo caso, il fabbricante o qualsiasi altra persona che commercializza tale sostanza in soluzione acquosa deve indi-
care sull'etichetta la concentrazione della soluzione in percentuale.

Esempio: acido nitrico 45 %.

La concentrazione espressa in percentuale viene sempre intesa peso/peso, salvo altra indicazione.

È ammesso l'uso di dati supplementari (ad esempio peso specifico, gradi Baumé) o di frasi descrittive (ad esempio
fumante o glaciale).
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Nota C:

Alcune sostanze organiche possono essere commercializzate sia in forma isomerica specifica, sia come miscela di più
isomeri.

Pertanto nell'allegato I viene talvolta utilizzata una denominazione generale del tipo: «xilenolo».

In questo caso, il fabbricante o qualsiasi altra persona che immette tale sostanza sul mercato deve specificare sull'eti-
chetta se si tratta di un isomero specifico a) o di una miscela di isomeri b).

Esempi: a) 2,4 dimetilfenolo

b) xilenolo (miscela di isomeri).

Nota D:

Talune sostanze che tendono spontaneamente alla polimerizzazione o decomposizione si riscontrano generalmente sul
mercato sotto forma stabilizzata. È appunto sotto questa forma che sono elencate nell'allegato I della presente direttiva.

Tuttavia, tali sostanze sono a volte immesse in commercio sotto forma non stabilizzata. In questo caso il fabbricante o
qualsiasi altra persona che le immette in commercio deve specificare sull'etichetta il nome della sostanza seguito dalla
dicitura «non stabilizzata».

Esempio: acido metacrilico (non stabilizzato).

Nota E:

Alle sostanze aventi effetti specifici sulla salute delle persone (cfr. capitolo 4 dell'allegato VI), classificate come cancero-
gene, mutagene e/o tossiche per il ciclo riproduttivo, appartenenti alle categorie 1 o 2, viene attribuita la nota E se sono
classificate anche come altamente tossiche (T+), tossiche (T) o nocive (Xn). Per dette sostanze, le frasi di rischio 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 e R 65 e tutte le combinazioni di queste frasi
di rischio devono essere precedute dalla parola «anche».

Esempi: R45-23 «Può causare il cancro. Anche tossico per inalazione.»

R46-27/28 «Può causare danni genetici ereditari. Anche altamente tossico a contatto con la pelle e
per ingestione»..

Nota F:

Questa sostanza può contenere stabilizzanti. Se lo stabilizzante modifica le caratteristiche di pericolosità della sostanza,
specificate nell'etichetta prevista conformemente all'allegato I, l'etichetta deve essere predisposta secondo le regole di eti-
chettatura dei preparati pericolosi.

Nota G:

Questa sostanza può essere immessa sul mercato in forma potenzialmente esplosiva; in tal caso dovrà essere valutata
secondo metodi di saggio appropriati e provvista di etichetta che ne indichi le sue caratteristiche esplosive.

Nota H:

La classificazione e l'etichetta di questa sostanza concernono soltanto la o le proprietà pericolose specificate dalla o dalle
frasi di rischio, in combinazione con la o le categorie di pericolo indicate. I requisiti di cui all'articolo 6 della presente
direttiva relativi ai fabbricanti, ai distributori e agli importatori di questa sostanza si applicano a tutti gli altri aspetti di
classificazione ed etichettatura. L'etichetta finale dev'essere conforme ai requisiti della sezione 7 dell'allegato VI della pre-
sente direttiva.

La presente nota si applica a talune sostanze derivate dal carbone e dal petrolio e a taluni gruppi di sostanze di cui
all'allegato I.

Nota J:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si può dimostrare che la sostanza contiene benzene in percentuale
inferiore allo 0,1 % di peso/peso (Einecs n. 200-753-7). La presente nota si applica soltanto a talune sostanze composte
derivate dal carbone e dal petrolio contenute nell'allegato I.
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Nota K:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si può dimostrare che la sostanza contiene 1,3-butadiene in percen-
tuale inferiore allo 0,1 % di peso/peso (Einecs n. 203-450-8). Se la sostanza non è classificata come cancerogena,
devono almeno comparire le frasi S (2-)9-16. La presente nota si applica soltanto a talune sostanze composte derivate
dal petrolio contenute nell'allegato I.

Nota L:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si può dimostrare che la sostanza contiene meno del 3 % di estratto
di DMSO, secondo la misurazione IP 346. La presente nota si applica soltanto a talune sostanze composte derivate dal
petrolio contenute nell'allegato I.

Nota M:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si può dimostrare che la sostanza contiene benzo[a]-pirene in per-
centuale inferiore allo 0,005 % di peso/peso (Einecs n. 200-028-5). La presente nota si applica soltanto a talune
sostanze composte derivate dal carbone contenute nell'allegato I.

Nota N:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si conosce l'intero iter di raffinazione e si può dimostrare che la
sostanza da cui il prodotto è derivato non è cancerogena. La presente nota si applica soltanto a talune sostanze compo-
ste derivate dal petrolio contenute nell'allegato I.

Nota P:

La classificazione «cancerogeno» non è necessaria se si può dimostrare che la sostanza contiene benzene in percentuale
inferiore allo 0,1 % di peso/peso (Einecs n. 200-753-7).

Se la sostanza è classificata come cancerogena, è necessaria anche la nota E.

Se la sostanza non è classificata come cancerogena, devono almeno comparire le frasi S (2-)23-24-62.

La presente nota si applica soltanto a talune sostanze composte derivate dal petrolio contenute nell'allegato I.

Nota Q:

La classificazione «cancerogeno» non si applica se è possibile dimostrare che la sostanza in questione rispetta una delle
seguenti condizioni:

� una prova di persistenza biologica a breve termine mediante inalazione ha mostrato che le fibre di lunghezza supe-
riore a 20 µm presentano un tempo di dimezzamento ponderato inferiore a 10 giorni;

oppure

� una prova di persistenza biologica a breve termine mediante instillazione intratracheale ha mostrato che le fibre di
lunghezza superiore a 20 µm presentano un tempo di dimezzamento ponderato inferiore a 40 giorni;

oppure

� un'adeguata prova intraperitoneale non ha rivelato evidenza di un eccesso di cancerogenicità;

oppure

� una prova di inalazione appropriata a lungo termine ha dimostrato assenza di effetti patogeni significativi o altera-
zioni neoplastiche.

Nota R:

La classificazione «cancerogeno» non si applica alle fibre il cui diametro geometrico medio ponderato rispetto alla lun-
ghezza, meno due errori geometrici standard, risulti superiore a 6 µm.

Nota S:

Per questa sostanza non è obbligatoria l'etichetta prescritta all'articolo 23. Cfr. sezione 8 dell'allegato VI.
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Spiegazione delle note relative all'etichettatura dei preparati

In appresso è indicato il significato delle note che compaiono accanto ai limiti di concentrazione.

Nota 1:

Le concentrazioni indicate o, in loro assenza, le concentrazioni generali di cui alla direttiva 1999/45/CE sono espresse
in percentuale del peso dell'elemento metallico, calcolato in base al peso totale del preparato.

Nota 2:

La concentrazione indicata di isocianato rappresenta la percentuale del peso del monomero libero, calcolato in base al
peso totale del preparato.

Nota 3:

La concentrazione indicata è espressa in percentuale del peso degli ioni cromo dissolti in acqua, calcolato in base al
peso totale del preparato.

Nota 4:

I preparati contenenti queste sostanze devono essere classificati come nocivi e contrassegnati dalla frase R 65 se rispon-
dono ai criteri di cui al punto 3.2.3 dell'allegato VI.

Nota 5:

Per i preparati gassosi i limiti di concentrazione sono espressi in percentuale volume/volume.

Nota 6:

I preparati contenenti queste sostanze devono essere contrassegnati dalla frase R 67 se rispondono ai criteri di cui al
punto 3.2.8 dell'allegato VI.

Questa nota non sarà più applicata dalla data in cui entreranno in vigore i criteri per l'uso della frase R 67 previsti dalla
Direttiva 1999/45/CE
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TABLA A � TABEL A � TABELLE A � PIMAJAR A � TABLE A � TABLEAU A � TABELLA A � TABEL A �
TABELA A � TABELL A � TAULUKKO A

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

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

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

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

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

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

Clasificación especial para las sustancias orgánicas
Særlig inddeling af organiske stoffer

Spezielle Anordnung für die organischen Stoffe
EidijÞ sanimülgrg sxm oqcamijþm otriþm

Special classification for organic substances
Classification particulière aux substances organiques

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

Classificação especial para as substâncias orgânicas
Särskild indelning av organiska ämnen

Erityisryhmät orgaanisille aineille

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Index No

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

ALLEGATO 1E

Index No

006-005-00-4

006-012-00-2

015-022-00-6

015-048-00-8

015-072-00-9

023-001-00-8

024-012-00-0

602-002-00-2

602-079-00-2

603-056-00-X

604-009-00-6

604-042-00-6

604-055-00-7

605-016-00-7

609-020-00-X

612-033-00-3

612-111-00-7

612-128-00-X

612-147-00-3

612-148-00-9

613-048-00-8

613-049-00-3

613-140-00-8

615-023-00-7

ALLEGATO 1F

Index No

048-003-00-6

048-004-00-1

048-005-00-7

048-007-00-8

602-025-00-8

603-029-00-2

603-066-00-4

ALLEGATO 1G

Index No

015-015-00-8
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ALLEGATO 1H

Index No

603-001-00-X

ALLEGATO 1I

Index No

016-023-00-4

601-048-00-0

603-063-00-8

605-020-00-9

609-007-00-9

609-049-00-8

611-001-00-6

612-035-00-4

612-051-00-1

ALLEGATO 1J

Index No

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

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

ANEXO II

Símbolos e indicaciones de peligro de las sustancias y preparados peligrosos

BILAG II

Faresymboler og farebetegnelser for farlige stoffer og præparater

ANHANG II

Gefahrensymbole und -bezeichnungen für gefährliche Stoffe und Zubereitungen

PAQAQSGLA II

Rýlboka jai emdeßneiy jimdýmot cia epijßmdtmey otrßey jai paqarjetÜrlasa
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Nota: Las letras E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi y N no forman parte del símbolo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

E

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

O

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

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

F+

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

T

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

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

C

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

Xn

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

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

N

ES: Peligroso para el medio ambiente
DA: Miljøfarlig
DE: Umweltgefährlich
EL: Epijßmdtmo cia so peqibÜkkom
EN: Dangerous for the environment
FR: Dangereux pour l'environnement
IT: Pericoloso per l'ambiente
NL: Milieugevaarlijk
PT: Perigoso para o ambiente
FI: Ympäristölle vaarallinen
SV: Miljöfarlig
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R1

ES: Explosivo en estado seco.

DA: Eksplosiv i tør tilstand.

DE: In trockenem Zustand explosionsgefährlich.

EL: Ejqgjsijü re ngqÞ jasÜrsarg.

EN: Explosive when dry.

FR: Explosif à l'état sec.

IT: Esplosivo allo stato secco.

NL: In droge toestand ontplofbaar.

PT: Explosivo no estado seco.

FI: Räjähtävää kuivana.

SV: Explosivt i torrt tillstånd.

R2

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R3

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R4

ES: Forma compuestos metálicos explosivos muy sensibles.

DA: Danner meget følsomme eksplosive metalforbindelser.

DE: Bildet hochempfindliche explosionsgefährliche Metallverbindungen.

EL: Rvglasßfei poký etaßrhgsey ejqgjsijÝy lesakkijÝy emþreiy.

EN: Forms very sensitive explosive metallic compounds.

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

NL: Vormt met metalen zeer gemakkelijk ontplofbare verbindingen.

PT: Forma compostos metálicos explosivos muito sensíveis.

FI: Muodostaa erittäin herkästi räjähtäviä metalliyhdisteitä.

SV: Bildar mycket känsliga explosiva metallföreningar.

R5

ES: Peligro de explosión en caso de calentamiento.

DA: Eksplosionsfarlig ved opvarmning.

DE: Beim Erwärmen explosionsfähig.

EL: G hÝqlamrg lpoqeß ma pqojakÝrei Ýjqgng.

EN: Heating may cause an explosion.

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

IT: Pericolo di esplosione per riscaldamento.

NL: Ontploffingsgevaar door verwarming.

PT: Perigo de explosão sob a acção do calor.

FI: Räjähdysvaarallinen kuumennettaessa.

SV: Explosivt vid uppvärmning.

R6

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

DA: Eksplosiv ved og uden kontakt med luft.

DE: Mit und ohne Luft explosionsfähig.

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

EN: Explosive with or without contact with air.

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

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

NL: Ontplofbaar met en zonder lucht.

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

FI: Räjähtävää sellaisenaan tai ilman kanssa.

SV: Explosivt vid kontakt och utan kontakt med luft.

R7

ES: Puede provocar incendios.

DA: Kan forårsage brand.

DE: Kann Brand verursachen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei ptqjaciÜ.

EN: May cause fire.

FR: Peut provoquer un incendie.

IT: Può provocare un incendio.

NL: Kan brand veroorzaken.

PT: Pode provocar incêndio.

FI: Aiheuttaa tulipalon vaaran.

SV: Kan orsaka brand.
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R8

ES: Peligro de fuego en contacto con materias combustibles.

DA: Brandfarlig ved kontakt med brandbare stoffer.

DE: Feuergefahr bei Berührung mit brennbaren Stoffen.

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

EN: Contact with combustible material may cause fire.

FR: Favorise l'inflammation des matières combustibles.

IT: Può provocare l'accensione di materie combustibili.

NL: Bevordert de ontbranding van brandbare stoffen.

PT: Favorece a inflamação de matérias combustíveis.

FI: Aiheuttaa tulipalon vaaran palavien aineiden kanssa.

SV: Kontakt med brännbart material kan orsaka brand.

R9

ES: Peligro de explosión al mezclar con materias combustibles.

DA: Eksplosionsfarlig ved blanding med brandbare stoffer.

DE: Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen.

EL: Ejqgjsijü üsam amaleivheß le jaýrila tkijÜ.

EN: Explosive when mixed with combustible material.

FR: Peut exploser en mélange avec des matières combustibles.

IT: Esplosivo in miscela con materie combustibili.

NL: Ontploffingsgevaar bij menging met brandbare stoffen.

PT: Pode explodir quando misturado com matérias combustíveis.

FI: Räjähtävää sekoitettaessa palavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med brännbart material.

R10

ES: Inflamable.

DA: Brandfarlig.

DE: Entzündlich.

EL: Eýukejso.

EN: Flammable.

FR: Inflammable.

IT: Infiammabile.

NL: Ontvlambaar.

PT: Inflamável.

FI: Syttyvää.

SV: Brandfarligt.

R11

ES: Fácilmente inflamable.

DA: Meget brandfarlig.

DE: Leichtentzündlich.

EL: Poký eýukejso.

EN: Highly flammable.

FR: Facilement inflammable.

L 225/88 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



IT: Facilmente infiammabile.

NL: Licht ontvlambaar.

PT: Facilmente inflamável.

FI: Helposti syttyvää.

SV: Mycket brandfarligt.

R12

ES: Extremadamente inflamable.

DA: Yderst brandfarlig.

DE: Hochentzündlich.

EL: EnaiqesijÜ eýukejso.

EN: Extremely flammable.

FR: Extrêmement inflammable.

IT: Estremamente infiammabile.

NL: Zeer licht ontvlambaar.

PT: Extremamente inflamável.

FI: Erittäin helposti syttyvää.

SV: Extremt brandfarligt.

R14

ES: Reacciona violentamente con el agua.

DA: Reagerer voldsomt med vand.

DE: Reagiert heftig mit Wasser.

EL: AmsidqÜ bßaia le meqü.

EN: Reacts violently with water.

FR: Réagit violemment au contact de l'eau.

IT: Reagisce violentemente con l'acqua.

NL: Reageert heftig met water.

PT: Reage violentamente em contacto com a água.

FI: Reagoi voimakkaasti veden kanssa.

SV: Reagerar häftigt med vatten.

R15

ES: Reacciona con el agua liberando gases extremadamente inflamables.

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

DE: Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentzündlicher Gase.

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

EN: Contact with water liberates extremely flammable gases.

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

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

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

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

FI: Vapauttaa erittäin helposti syttyviä kaasuja veden kanssa.

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

ES: Puede explosionar en mezcla con substancias comburentes.

DA: Eksplosionsfarlig ved blanding med oxiderende stoffer.

DE: Explosionsgefährlich in Mischung mit brandfördernden Stoffen.

EL: Ejqgjsijü üsam amaleivheß le oneidxsijÝy otrßey.

EN: Explosive when mixed with oxidising substances.

FR: Peut exploser en mélange avec des substances comburantes.

IT: Pericolo di esplosione se mescolato con sostanze comburenti.

NL: Ontploffingsgevaar bij menging met oxiderende stoffen.

PT: Explosivo quando misturado com substâncias comburentes.

FI: Räjähtävää hapettavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med oxiderande ämnen.

R17

ES: Se inflama espontáneamente en contacto con el aire.

DA: Selvantændelig i luft.

DE: Selbstentzündlich an der Luft.

EL: AtsoamaukÝcesai rsom aÝqa.

EN: Spontaneously flammable in air.

FR: Spontanément inflammable à l'air.

IT: Spontaneamente infiammabile all'aria.

NL: Spontaan ontvlambaar in lucht.

PT: Espontaneamente inflamável ao ar.

FI: Itsestään syttyvää ilmassa.

SV: Självantänder i luft.

R18

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R19

ES: Puede formar peróxidos explosivos.

DA: Kan danne eksplosive peroxider.

DE: Kann explosionsfähige Peroxide bilden.

EL: Lpoqeß ma rvglasßrei ejqgjsijÜ tpeqoneßdia.

EN: May form explosive peroxides.

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

NL: Kan ontplofbare peroxiden vormen.

PT: Pode formar peróxidos explosivos.

FI: Saattaa muodostaa räjähtäviä peroksideja.

SV: Kan bilda explosiva peroxider.

R20

ES: Nocivo por inhalación.

DA: Farlig ved indånding.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai.

EN: Harmful by inhalation.

FR: Nocif par inhalation.

IT: Nocivo per inalazione.

NL: Schadelijk bij inademing.

PT: Nocivo por inalação.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä.

SV: Farligt vid inandning.

R21

ES: Nocivo en contacto con la piel.

DA: Farlig ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich bei Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful in contact with skin.

FR: Nocif par contact avec la peau.

IT: Nocivo a contatto con la pelle.

NL: Schadelijk bij aanraking met de huid.

PT: Nocivo em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista joutuessaan iholle.

SV: Farligt vid hudkontakt.

R22

ES: Nocivo por ingestión.

DA: Farlig ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich beim Verschlucken.

EL: EpibkabÝy re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful if swallowed.

FR: Nocif en cas d'ingestion.

IT: Nocivo per ingestione.

NL: Schadelijk bij opname door de mond.

PT: Nocivo por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista nieltynä.

SV: Farligt vid förtäring.
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R23

ES: Tóxico por inhalación.

DA: Giftig ved indånding.

DE: Giftig beim Einatmen.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai.

EN: Toxic by inhalation.

FR: Toxique par inhalation.

IT: Tossico per inalazione.

NL: Vergiftig bij inademing.

PT: Tóxico por inalação.

FI: Myrkyllistä hengitettynä.

SV: Giftigt vid inandning.

R24

ES: Tóxico en contacto con la piel.

DA: Giftig ved hudkontakt.

DE: Giftig bei Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic in contact with skin.

FR: Toxique par contact avec la peau.

IT: Tossico a contatto con la pelle.

NL: Vergiftig bij aanraking met de huid.

PT: Tóxico em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä joutuessaan iholle.

SV: Giftigt vid hudkontakt.

R25

ES: Tóxico por ingestión.

DA: Giftig ved indtagelse.

DE: Giftig beim Verschlucken.

EL: Sonijü re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic if swallowed.

FR: Toxique en cas d'ingestion.

IT: Tossico per ingestione.

NL: Vergiftig bij opname door de mond.

PT: Tóxico por ingestão.

FI: Myrkyllistä nieltynä.

SV: Giftigt vid förtäring.

R26

ES: Muy tóxico por inhalación.

DA: Meget giftig ved indånding.

DE: Sehr giftig beim Einatmen.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai.

EN: Very toxic by inhalation.

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

NL: Zeer vergiftig bij inademing.

PT: Muito tóxico por inalação.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning.

R27

ES: Muy tóxico en contacto con la piel.

DA: Meget giftig ved hudkontakt.

DE: Sehr giftig bei Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü re epauÞ le so dÝqla.

EN: Very toxic in contact with skin.

FR: Très toxique par contact avec la peau.

IT: Molto tossico a contatto con la pelle.

NL: Zeer vergiftig bij aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico em contacto com a pele.

FI: Erittäin myrkyllistä joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid hudkontakt.

R28

ES: Muy tóxico por ingestión.

DA: Meget giftig ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Verschlucken.

EL: Poký sonijü re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic if swallowed.

FR: Très toxique en cas d'ingestion.

IT: Molto tossico per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij opname door de mond.

PT: Muito tóxico por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid förtäring.

R29

ES: En contacto con agua libera gases tóxicos.

DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med vand.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Wasser giftige Gase.

EL: Re epauÞ le so meqü eketheqþmomsai sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with water liberates toxic gas.

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

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

NL: Vormt vergiftig gas in contact met water.

PT: Em contacto com a água liberta gases tóxicos.

FI: Kehittää myrkyllistä kaasua veden kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med vatten.
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R30

ES: Puede inflamarse fácilmente al usarlo.

DA: Kan blive meget brandfarlig under brug.

DE: Kann bei Gebrauch leicht entzündlich werden.

EL: JasÜ sg vqÞrg cßmesai poký eýukejso.

EN: Can become highly flammable in use.

FR: Peut devenir facilement inflammable pendant l'utilisation.

IT: Può divenire facilmente infiammabile durante l'uso.

NL: Kan bij gebruik licht ontvlambaar worden.

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

FI: Käytettäessä voi muuttua helposti syttyväksi.

SV: Kan bli mycket brandfarligt vid användning.

R31

ES: En contacto con ácidos libera gases tóxicos.

DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Säure giftige Gase.

EL: Re epauÞ le onÝa eketheqþmomsai sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with acids liberates toxic gas.

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

IT: A contatto con acidi libera gas tossico.

NL: Vormt vergiftige gassen in contact met zuren.

PT: Em contacto com ácidos liberta gases tóxicos.

FI: Kehittää myrkyllistä kaasua hapon kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med syra.

R32

ES: En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos.

DA: Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Säure sehr giftige Gase.

EL: Re epauÞ le onÝa eketheqþmomsai poký sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with acids liberates very toxic gas.

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

IT: A contatto con acidi libera gas molto tossico.

NL: Vormt zeer vergiftige gassen in contact met zuren.

PT: Em contacto com ácidos liberta gases muito tóxicos.

FI: Kehittää erittäin myrkyllistä kaasua hapon kanssa.

SV: Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

R33

ES: Peligro de efectos acumulativos.

DA: Kan ophobes i kroppen efter gentagen brug.

DE: Gefahr kumulativer Wirkungen.

EL: Jßmdtmoy ahqoirsijþm epidqÜrexm.

EN: Danger of cumulative effects.

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

NL: Gevaar voor cumulatieve effecten.

PT: Perigo de efeitos cumulativos.

FI: Terveydellisten haittojen vaara pitkäaikaisessa altistuksessa.

SV: Kan ansamlas i kroppen och ge skador.

R34

ES: Provoca quemaduras.

DA: Ætsningsfare.

DE: Verursacht Verätzungen.

EL: Pqojakeß ecjaýlasa.

EN: Causes burns.

FR: Provoque des brûlures.

IT: Provoca ustioni.

NL: Veroorzaakt brandwonden.

PT: Provoca queimaduras.

FI: Syövyttävää.

SV: Frätande.

R35

ES: Provoca quemaduras graves.

DA: Alvorlig ætsningsfare.

DE: Verursacht schwere Verätzungen.

EL: Pqojakeß robaqÜ ecjaýlasa.

EN: Causes severe burns.

FR: Provoque de graves brûlures.

IT: Provoca gravi ustioni.

NL: Veroorzaakt ernstige brandwonden.

PT: Provoca queimaduras graves.

FI: Voimakkaasti syövyttävää.

SV: Starkt frätande.

R36

ES: Irrita los ojos.

DA: Irriterer øjnene.

DE: Reizt die Augen.

EL: Eqehßfei sa lÜsia.

EN: Irritating to eyes.

FR: Irritant pour les yeux.

IT: Irritante per gli occhi.

NL: Irriterend voor de ogen.

PT: Irritante para os olhos.

FI: Ärsyttää silmiä.

SV: Irriterar ögonen.

21.8.2001 L 225/95Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



R37

ES: Irrita las vías respiratorias.

DA: Irriterer åndedrætsorganerne.

DE: Reizt die Atmungsorgane.

EL: Eqehßfei so amapmetrsijü rýrsgla.

EN: Irritating to respiratory system.

FR: Irritant pour les voies respiratoires.

IT: Irritante per le vie respiratorie.

NL: Irriterend voor de ademhalingswegen.

PT: Irritante para as vias respiratórias.

FI: Ärsyttää hengityselimiä.

SV: Irriterar andningsorganen.

R38

ES: Irrita la piel.

DA: Irriterer huden.

DE: Reizt die Haut.

EL: Eqehßfei so dÝqla.

EN: Irritating to skin.

FR: Irritant pour la peau.

IT: Irritante per la pelle.

NL: Irriterend voor de huid.

PT: Irritante para a pele.

FI: Ärsyttää ihoa.

SV: Irriterar huden.

R39

ES: Peligro de efectos irreversibles muy graves.

DA: Fare for varig alvorlig skade på helbred.

DE: Ernste Gefahr irreversiblen Schadens.

EL: Jßmdtmoy poký robaqþm lomßlxm epidqÜrexm.

EN: Danger of very serious irreversible effects.

FR: Danger d'effets irréversibles très graves.

IT: Pericolo di effetti irreversibili molto gravi.

NL: Gevaar voor ernstige onherstelbare effecten.

PT: Perigo de efeitos irreversíveis muito graves.

FI: Erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara.

SV: Risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador.

R40

ES: Posibles efectos cancerígenos.

DA: Mulighed for kræftfremkaldende effekt.

DE: Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.

EL: ¾popso jaqjimocÝmergy.

EN: Limited evidence of a carcinogenic effect.

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

NL: Carcinogene effecten zijn niet uitgesloten.

PT: Possibilidade de efeitos cancerígenos.

FI: Epäillään aiheuttavan syöpäsairauden vaaraa.

SV: Misstänks kunna ge cancer.

R41

ES: Riesgo de lesiones oculares graves.

DA: Risiko for alvorlig øjenskade.

DE: Gefahr ernster Augenschäden.

EL: Jßmdtmoy robaqþm ouhaklijþm bkabþm.

EN: Risk of serious damage to eyes.

FR: Risque de lésions oculaires graves.

IT: Rischio di gravi lesioni oculari.

NL: Gevaar voor ernstig oogletsel.

PT: Risco de lesões oculares graves .

FI: Vakavan silmävaurion vaara.

SV: Risk för allvarliga ögonskador.

R42

ES: Posibilidad de sensibilización por inhalación.

DA: Kan give overfølsomhed ved indånding.

DE: Sensibilisierung durch Einatmen möglich.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei etairhgsopoßgrg üsam eirpmÝesai.

EN: May cause sensitisation by inhalation.

FR: Peut entraîner une sensibilisation par inhalation.

IT: Può provocare sensibilizzazione per inalazione.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij inademing.

PT: Pode causar sensibilização por inalação.

FI: Altistuminen hengitysteitse voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid inandning

R43

ES: Posibilidad de sensibilización en contacto con la piel.

DA: Kan give overfølsomhed ved kontakt med huden.

DE: Sensibilisierung durch Hautkontakt möglich.

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

EN: May cause sensitisation by skin contact.

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

IT: Può provocare sensibilizzazione per contatto con la pelle.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij contact met de huid.

PT: Pode causar sensibilização em contacto com a pele.

FI: Ihokosketus voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid hudkontakt.
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R44

ES: Riesgo de explosión al calentarlo en ambiente confinado.

DA: Eksplosionsfarlig ved opvarmning under indeslutning.

DE: Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

EL: Jßmdtmoy ejqÞnexy eÜm heqlamheß tpü peqioqirlü.

EN: Risk of explosion if heated under confinement.

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

IT: Rischio di esplosione per riscaldamento in ambiente confinato.

NL: Ontploffingsgevaar bij verwarming in afgesloten toestand.

PT: Risco de explosão se aquecido em ambiente fechado.

FI: Räjähdysvaara kuumennettaessa suljetussa astiassa.

SV: Explosionsrisk vid uppvärmning i sluten behållare.

R45

ES: Puede causar cáncer.

DA: Kan fremkalde kræft.

DE: Kann Krebs erzeugen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jaqjßmo.

EN: May cause cancer.

FR: Peut provoquer le cancer.

IT: Può provocare il cancro.

NL: Kan kanker veroorzaken.

PT: Pode causar cancro.

FI: Aiheuttaa syöpäsairauden vaaraa.

SV: Kan ge cancer.

R46

ES: Puede causar alteraciones genéticas hereditarias.

DA: Kan forårsage arvelige genetiske skader.

DE: Kann vererbbare Schäden verursachen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jkgqomolijÝy cemesijÝy bkÜbey.

EN: May cause heritable genetic damage.

FR: Peut provoquer des altérations génétiques héréditaires.

IT: Può provocare alterazioni genetiche ereditarie.

NL: Kan erfelijke genetische schade veroorzaken.

PT: Pode causar alterações genéticas hereditárias.

FI: Saattaa aiheuttaa periytyviä perimävaurioita.

SV: Kan ge ärftliga genetiska skador.

R48

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

DA: Alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning.

DE: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition.

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

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

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

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

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

FI: Pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle.

SV: Risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering.

R49

ES: Puede causar cáncer por inhalación.

DA: Kan fremkalde kræft ved indånding.

DE: Kann Krebs erzeugen beim Einatmen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jaqjßmo üsam eirpmÝesai.

EN: May cause cancer by inhalation.

FR: Peut provoquer le cancer par inhalation.

IT: Può provocare il cancro per inalazione.

NL: Kan kanker veroorzaken bij inademing.

PT: Pode causar cancro por inalação.

FI: Aiheuttaa syöpäsairauden vaaraa hengitettynä.

SV: Kan ge cancer vid inandning.

R50

ES: Muy tóxico para los organismos acuáticos.

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

DE: Sehr giftig für Wasserorganismen.

EL: Poký sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Very toxic to aquatic organisms.

FR: Très toxique pour les organismes aquatiques.

IT: Altamente tossico per gli organismi acquatici.

NL: Zeer vergiftig voor in het water levende organismen.

PT: Muito tóxico para os organismos aquáticos.

FI: Erittäin myrkyllistä vesieliöille.

SV: Mycket giftigt för vattenlevande organismer.

R51

ES: Tóxico para los organismos acuáticos.

DA: Giftig for organismer, der lever i vand.

DE: Giftig für Wasserorganismen.

EL: Sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Toxic to aquatic organisms.

FR: Toxique pour les organismes aquatiques.

IT: Tossico per gli organismi acquatici.

NL: Vergiftig voor in het water levende organismen.

PT: Tóxico para os organismos aquáticos.

FI: Myrkyllistä vesieliöille.

SV: Giftigt för vattenlevande organismer.
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R52

ES: Nocivo para los organismos acuáticos.

DA: Skadelig for organismer, der lever i vand.

DE: Schädlich für Wasserorganismen.

EL: EpibkabÝy cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Harmful to aquatic organisms.

FR: Nocif pour les organismes aquatiques.

IT: Nocivo per gli organismi acquatici.

NL: Schadelijk voor in het water levende organismen.

PT: Nocivo para os organismos aquáticos.

FI: Haitallista vesieliöille.

SV: Skadligt för vattenlevande organismer.

R53

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

DA: Kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet.

DE: Kann in Gewässern längerfristig schädliche Wirkungen haben.

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

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

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

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

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

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

FI: Voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

SV: Kan orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmiljön.

R54

ES: Tóxico para la flora.

DA: Giftig for planter.

DE: Giftig für Pflanzen.

EL: Sonijü cia sg vkxqßda.

EN: Toxic to flora.

FR: Toxique pour la flore.

IT: Tossico per la flora.

NL: Vergiftig voor planten.

PT: Tóxico para a flora.

FI: Myrkyllistä kasveille.

SV: Giftigt för växter.

R55

ES: Tóxico para la fauna.

DA: Giftig for dyr.

DE: Giftig für Tiere.

EL: Sonijü cia sgm pamßda.

EN: Toxic to fauna.

FR: Toxique pour la faune.
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IT: Tossico per la fauna.

NL: Vergiftig voor dieren.

PT: Tóxico para a fauna.

FI: Myrkyllistä eläimille.

SV: Giftigt för djur.

R56

ES: Tóxico para los organismos del suelo.

DA: Giftig for organismer i jordbunden.

DE: Giftig für Bodenorganismen.

EL: Sonijü cia soty oqcamirloýy sot edÜuoty.

EN: Toxic to soil organisms.

FR: Toxique pour les organismes du sol.

IT: Tossico per gli organismi del terreno.

NL: Vergiftig voor bodemorganismen.

PT: Tóxico para os organismos do solo.

FI: Myrkyllistä maaperäeliöille.

SV: Giftigt för marklevande organismer.

R57

ES: Tóxico para las abejas.

DA: Giftig for bier.

DE: Giftig für Bienen.

EL: Sonijü cia siy lÝkirrey.

EN: Toxic to bees.

FR: Toxique pour les abeilles.

IT: Tossico per le api.

NL: Vergiftig voor bijen.

PT: Tóxico para as abelhas.

FI: Myrkyllistä mehiläisille.

SV: Giftigt för bin.

R58

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

DA: Kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i miljøet.

DE: Kann längerfristig schädliche Wirkungen auf die Umwelt haben.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso peqibÜkkom.

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

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

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

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

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

FI: Voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia ympäristössä.

SV: Kan orsaka skadliga långtidseffekter i miljön.
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R59

ES: Peligroso para la capa de ozono.

DA: Farlig for ozonlaget.

DE: Gefährlich für die Ozonschicht.

EL: Epijßmdtmo cia sg rsibÜda sot üfomsoy.

EN: Dangerous for the ozone layer.

FR: Dangereux pour la couche d'ozone.

IT: Pericoloso per lo strato di ozono.

NL: Gevaarlijk voor de ozonlaag.

PT: Perigoso para a camada de ozono .

FI: Vaarallista otsonikerrokselle.

SV: Farligt för ozonskiktet.

R60

ES: Puede perjudicar la fertilidad.

DA: Kan skade forplantningsevnen.

DE: Kann die Fortpflanzungsfähigkeit beeinträchtigen.

EL: Lpoqeß ma enarhemßrei sg comilüsgsa.

EN: May impair fertility.

FR: Peut altérer la fertilité.

IT: Può ridurre la fertilità.

NL: Kan de vruchtbaarheid schaden.

PT: Pode comprometer a fertilidade.

FI: Voi heikentää hedelmällisyyttä.

SV: Kan ge nedsatt fortplantningsförmåga.

R61

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

DA: Kan skade barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib schädigen.

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

EN: May cause harm to the unborn child.

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

IT: Può danneggiare i bambini non ancora nati.

NL: Kan het ongeboren kind schaden.

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

FI: Vaarallista sikiölle.

SV: Kan ge fosterskador.

R62

ES: Posible riesgo de perjudicar la fertilidad.

DA: Mulighed for skade på forplantningsevnen.

DE: Kann möglicherweise die Fortpflanzungsfähigkeit beeinträchtigen.

EL: Pihamüy jßmdtmoy cia enarhÝmgrg sgy comilüsgsay.

EN: Possible risk of impaired fertility.

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

NL: Mogelijk gevaar voor verminderde vruchtbaarheid.

PT: Possíveis riscos de comprometer a fertilidade.

FI: Voi mahdollisesti heikentää hedelmällisyyttä.

SV: Möjlig risk för nedsatt fortplantningsförmåga.

R63

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

DA: Mulighed for skade på barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib möglicherweise schädigen.

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

EN: Possible risk of harm to the unborn child.

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

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

NL: Mogelijk gevaar voor beschadiging van het ongeboren kind.

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

FI: Voi olla vaarallista sikiölle.

SV: Möjlig risk för fosterskador.

R64

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

DA: Kan skade børn i ammeperioden.

DE: Kann Säuglinge über die Muttermilch schädigen.

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

EN: May cause harm to breastfed babies.

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

IT: Possibile rischio per i bambini allattati al seno.

NL: Kan schadelijk zijn via de borstvoeding.

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

FI: Saattaa aiheuttaa haittaa rintaruokinnassa oleville lapsille.

SV: Kan skada spädbarn under amningsperioden.

R65

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

DA: Farlig: kan give lungeskade ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: kann beim Verschlucken Lungenschäden verursachen.

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

EN: Harmful: may cause lung damage if swallowed.

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

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

NL: Schadelijk: kan longschade veroorzaken na verslikken.

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

FI: Haitallista: voi aiheuttaa keuhkovaurion nieltäessä.

SV: Farligt: kan ge lungskador vid förtäring.
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R66

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

DA: Gentagen udsættelse kan give tør eller revnet hud.

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

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

EN: Repeated exposure may cause skin dryness or cracking.

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

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

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

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

FI: Toistuva altistus voi aiheuttaa ihon kuivumista tai halkeilua.

SV: Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.

R67

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

DA: Dampe kan give sløvhed og svimmelhed.

DE: Dämpfe können Schläfrigkeit und Benommenheit verursachen.

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

EN: Vapours may cause drowsiness and dizziness.

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

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

NL: Dampen kunnen slaperigheid en duizeligheid veroorzaken.

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

FI: Höyryt voivat aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

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

R68

ES: Posibilidad de efectos irreversibles.

DA: Mulighed for varig skade på helbred.

DE: Irreversibler Schaden möglich.

EL: Pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm.

EN: Possible risk of irreversible effects.

FR: Possibilité d'effets irréversibles.

IT: Possibilità di effetti irreversibili.

NL: Onherstelbare effecten zijn niet uitgesloten.

PT: Possibilidade de efeitos irreversíveis.

FI: Pysyvien vaurioiden vaara.

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

Kombination af R-sætninger

Kombination der R-Sätze

Rtmdtarlüy sxm Q-uqÜrexm

Combination of R-phrases

Combinaison des phrases R

Combinazioni delle frasi R

Combinatie van R-zinnen

Combinação das frases R

Yhdistetyt R-lausekkeet

Sammansatta R-fraser

R14/15

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

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

DE: Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentzündlicher Gase.

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

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

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

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

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

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

FI: Reagoi voimakkaasti veden kanssa vapauttaen helposti syttyviä kaasuja.

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

R15/29

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

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Vapauttaa myrkyllisiä, helposti syttyviä kaasuja veden kanssa.

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

21.8.2001 L 225/105Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



R20/21

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

DA: Farlig ved indånding og ved hudkontakt.

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

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

EN: Harmful by inhalation and in contact with skin.

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

IT: Nocivo per inalazione e contatto con la pelle.

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

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

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Farligt vid inandning och hudkontakt.

R20/22

ES: Nocivo por inhalación y por ingestión.

DA: Farlig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen und Verschlucken.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful by inhalation and if swallowed.

FR: Nocif par inhalation et par ingestion.

IT: Nocivo per inalazione e ingestione.

NL: Schadelijk bij inademing en opname door de mond.

PT: Nocivo por inalação e ingestão.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä ja nieltynä.

SV: Farligt vid inandning och förtäring.

R20/21/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R21/22

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

DA: Farlig ved hudkontakt og ved indtagelse.

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

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

EN: Harmful in contact with skin and if swallowed.

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

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

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

FI: Terveydelle haitallista joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt vid hudkontakt och förtäring.

R23/24

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

DA: Giftig ved indånding og ved hudkontakt.

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

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

EN: Toxic by inhalation and in contact with skin.

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

IT: Tossico per inalazione e contatto con la pelle.

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

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

FI: Myrkyllistä hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Giftigt vid inandning och hudkontakt.

R23/25

ES: Tóxico por inhalación y por ingestión.

DA: Giftig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Giftig beim Einatmen und Verschlucken.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic by inhalation and if swallowed.

FR: Toxique par inhalation et par ingestion.

IT: Tossico per inalazione e ingestione.

NL: Vergiftig bij inademing en opname door de mond.

PT: Tóxico por inalação e ingestão.

FI: Myrkyllistä hengitettynä ja nieltynä.

SV: Giftigt vid inandning och förtäring.

R23/24/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Myrkyllistä hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

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

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

DA: Giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

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

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

EN: Toxic in contact with skin and if swallowed.

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

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

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

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

FI: Myrkyllistä joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt vid hudkontakt och förtäring.

R26/27

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

DA: Meget giftig ved indånding og ved hudkontakt.

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

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

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

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

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

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

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

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid inandning och hudkontakt.

R26/28

ES: Muy tóxico por inhalación y por ingestión.

DA: Meget giftig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic by inhalation and if swallowed.

FR: Très toxique par inhalation et par ingestion.

IT: Molto tossico per inalazione e per ingestione.

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

PT: Muito tóxico por inalação e ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning och förtäring.

R26/27/28

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R27/28

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

DA: Meget giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

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

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

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

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

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

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

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

FI: Erittäin myrkyllistä joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid hudkontakt och förtäring.

R36/37

ES: Irrita los ojos y las vías respiratorias.

DA: Irriterer øjnene og åndedrætsorganerne.

DE: Reizt die Augen und die Atmungsorgane.

EL: Eqehßfei sa lÜsia jai so amapmetrsijü rýrsgla.

EN: Irritating to eyes and respiratory system.

FR: Irritant pour les yeux et les voies respiratoires.

IT: Irritante per gli occhi e le vie respiratorie.

NL: Irriterend voor de ogen en de ademhalingswegen.

PT: Irritante para os olhos e vias respiratórias.

FI: Ärsyttää silmiä ja hengityselimiä.

SV: Irriterar ögonen och andningsorganen.

R36/38

ES: Irrita los ojos y la piel.

DA: Irriterer øjnene og huden.

DE: Reizt die Augen und die Haut.

EL: Eqehßfei sa lÜsia jai so dÝqla.

EN: Irritating to eyes and skin.

FR: Irritant pour les yeux et la peau.

IT: Irritante per gli occhi e la pelle.

NL: Irriterend voor de ogen en de huid.

PT: Irritante para os olhos e pele.

FI: Ärsyttää silmiä ja ihoa.

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

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

DA: Irriterer øjnene, åndedrætsorganerne og huden.

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

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

EN: Irritating to eyes, respiratory system and skin.

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

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

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

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

FI: Ärsyttää silmiä, hengityselimiä ja ihoa.

SV: Irriterar ögonen, andningsorganen och huden.

R37/38

ES: Irrita las vías respiratorias y la piel.

DA: Irriterer åndedrætsorganerne og huden.

DE: Reizt die Atmungsorgane und die Haut.

EL: Eqehßfei so amapmetrsijü rýrsgla jai so dÝqla.

EN: Irritating to respiratory system and skin.

FR: Irritant pour les voies respiratoires et la peau.

IT: Irritante per le vie respiratorie e la pelle.

NL: Irriterend voor de ademhalingswegen en de huid.

PT: Irritante para as vias respiratórias e pele.

FI: Ärsyttää hengityselimiä ja ihoa.

SV: Irriterar andningsorganen och huden.

R39/23

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

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

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

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

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

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

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

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

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

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä.

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

R39/24

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/25

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

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

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

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

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

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

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

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

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

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara nieltynä.

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

R39/23/24

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/23/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/23/24/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/26

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/27

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/28

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/26/27

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/26/28

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R39/26/27/28

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R42/43

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

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

DE: Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt möglich.

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

EN: May cause sensitisation by inhalation and skin contact.

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

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

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

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

FI: Altistuminen hengitysteitse ja ihokosketus voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid inandning och hudkontakt.

R48/20

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/21

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/20/21

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/20/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/21/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/20/21/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/23

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/24

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/23/24

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/23/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R48/24/25

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

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

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

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

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

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

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

L 225/118 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



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

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

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

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

R48/23/24/25

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R50/53

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R51/53

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Myrkyllistä vesieliöille, voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

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

R52/53

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

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Haitallista vesieliöille, voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

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

R68/20

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalación.

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

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai.

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

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

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per inalazione.

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

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por inalação.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä.

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

R68/21

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

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

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

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

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

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

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

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

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

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

R68/22

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por ingestión.

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

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

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

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

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

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per ingestione.

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

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara nieltynä.

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

R68/20/21

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R68/20/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning och förtäring.
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R68/21/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

R68/20/21/22

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning, hudkontakt och förtäring.
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S1

ES: Consérvese bajo llave.

DA: Opbevares under lås.

DE: Unter Verschluss aufbewahren.

EL: Ma utkÜrresai jkeidxlÝmo.

EN: Keep locked up.

FR: Conserver sous clé.

IT: Conservare sotto chiave.

NL: Achter slot bewaren.

PT: Guardar fechado à chave.

FI: Säilytettävä lukitussa tilassa.

SV: Förvaras i låst utrymme.

S2

ES: Manténgase fuera del alcance de los niños.

DA: Opbevares utilgængeligt for børn.

DE: Darf nicht in die Hände von Kindern gelangen.

EL: LajqtÜ apü paidiÜ.

EN: Keep out of the reach of children.

FR: Conserver hors de portée des enfants.

IT: Conservare fuori della portata dei bambini.

NL: Buiten bereik van kinderen bewaren.

PT: Manter fora do alcance das crianças.

FI: Säilytettävä lasten ulottumattomissa.

SV: Förvaras oåtkomligt för barn.

S3

ES: Consérvese en lugar fresco.

DA: Opbevares køligt.

DE: Kühl aufbewahren.

EL: Ma utkÜrresai re dqoreqü lÝqoy.

EN: Keep in a cool place.

FR: Conserver dans un endroit frais.

IT: Conservare in luogo fresco.

NL: Op een koele plaats bewaren.

PT: Guardar em lugar fresco.

FI: Säilytettävä viileässä.

SV: Förvaras svalt.

S4

ES: Manténgase lejos de locales habitados.

DA: Må ikke opbevares i nærheden af beboelse.

DE: Von Wohnplätzen fernhalten.

EL: LajqtÜ apü jasoijglÝmoty vþqoty.

EN: Keep away from living quarters.

FR: Conserver à l'écart de tout local d'habitation.
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IT: Conservare lontano da locali di abitazione.

NL: Verwijderd van woonruimten opbergen.

PT: Manter fora de qualquer zona de habitação.

FI: Ei saa säilyttää asuintiloissa.

SV: Förvaras avskilt från bostadsutrymmen.

S5

ES: Consérvese en � (líquido apropiado a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares under � (en egnet væske, som angives af fabrikanten).

DE: Unter � aufbewahren (geeignete Flüssigkeit vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai so peqievülemo lÝra re � (so eßdoy sot jasÜkkgkot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep contents under � (appropriate liquid to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver sous � (liquide approprié à spécifier par le fabricant).

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

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

PT: Manter sob � (líquido apropriado a especificar pelo produtor).

FI: Sisältö säilytettävä � (tarkoitukseen soveltuvan nesteen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvara innehållet i � (lämplig vätska anges av tillverkaren).

S6

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

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

DE: Unter � aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai re aslüruaiqa � (so eßdoy sot adqamoýy aeqßot jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep under � (inert gas to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver sous � (gaz inerte à spécifier par le fabricant).

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

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

PT: Manter sob � (gás inerte a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä � (inertin kaasun ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras i � (inert gas anges av tillverkaren).

S7

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket.

DE: Behälter dicht geschlossen halten.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo.

EN: Keep container tightly closed.

FR: Conserver le récipient bien fermé.

IT: Conservare il recipiente ben chiuso.

NL: In goed gesloten verpakking bewaren.

PT: Manter o recipiente bem fechado.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten.
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S8

ES: Manténgase el recipiente en lugar seco.

DA: Emballagen skal opbevares tørt.

DE: Behälter trocken halten.

EL: So doveßo ma pqorsaseýesai apü sgm tcqarßa.

EN: Keep container dry.

FR: Conserver le récipient à l'abri de l'humidité.

IT: Conservare al riparo dall'umidità.

NL: Verpakking droog houden.

PT: Manter o recipiente ao abrigo da humidade.

FI: Säilytettävä kuivana.

SV: Förpackningen förvaras torrt.

S9

ES: Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.

DA: Emballagen skal opbevares på et godt ventileret sted.

DE: Behälter an einem gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai re jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep container in a well-ventilated place.

FR: Conserver le récipient dans un endroit bien ventilé.

IT: Conservare il recipiente in luogo ben ventilato.

NL: Op een goed geventileerde plaats bewaren.

PT: Manter o recipiente num local bem ventilado.

FI: Säilytettävä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förpackningen förvaras på väl ventilerad plats.

S12

ES: No cerrar el recipiente herméticamente.

DA: Emballagen må ikke lukkes tæt.

DE: Behälter nicht gasdicht verschließen.

EL: Lg diasgqeßse so doveßo eqlgsijÜ jkeirlÝmo.

EN: Do not keep the container sealed.

FR: Ne pas fermer hermétiquement le récipient.

IT: Non chiudere ermeticamente il recipiente.

NL: De verpakking niet hermetisch sluiten.

PT: Não fechar o recipiente hermeticamente.

FI: Pakkausta ei saa sulkea ilmatiiviisti.

SV: Förpackningen får inte tillslutas lufttätt.

S13

ES: Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos.

DA: Må ikke opbevares sammen med fødevarer, drikkevarer og foderstoffer.

DE: Von Nahrungsmitteln, Getränken und Futtermitteln fernhalten.

EL: LajqtÜ apü sqüuila, posÜ jai fxosqouÝy.

EN: Keep away from food, drink and animal feedingstuffs.

FR: Conserver à l'écart des aliments et boissons, y compris ceux pour animaux.
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IT: Conservare lontano da alimenti o mangimi e da bevande.

NL: Verwijderd houden van eet- en drinkwaren en van diervoeder.

PT: Manter afastado de alimentos e bebidas, incluindo os dos animais.

FI: Ei saa säilyttää yhdessä elintarvikkeiden eikä eläinravinnon kanssa.

SV: Förvaras åtskilt från livsmedel och djurfoder.

S14

ES: Consérvese lejos de � (materiales incompatibles a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares adskilt fra � (uforligelige stoffer, som angives af fabrikanten).

DE: Von � fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben).

EL: LajqtÜ apü � (arýlbasey otrßey jahoqßfomsai apü som paqacxcü).

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

FR: Conserver à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).

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

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

PT: Manter afastado de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S15

ES: Conservar alejado del calor.

DA: Må ikke udsættes for varme.

DE: Vor Hitze schützen.

EL: LajqtÜ apü heqlüsgsa.

EN: Keep away from heat.

FR: Conserver à l'écart de la chaleur.

IT: Conservare lontano dal calore.

NL: Verwijderd houden van warmte.

PT: Manter afastado do calor.

FI: Suojattava lämmöltä.

SV: Får inte utsättas för värme.

S16

ES: Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas � No fumar.

DA: Holdes væk fra antændelseskilder � Rygning forbudt.

DE: Von Zündquellen fernhalten � Nicht rauchen.

EL: LajqtÜ apü pgcÝy amÜukengy � Apacoqeýesai so jÜpmirla.

EN: Keep away from sources of ignition � No smoking.

FR: Conserver à l'écart de toute flamme ou source d'étincelles � Ne pas fumer.

IT: Conservare lontano da fiamme e scintille � Non fumare.

NL: Verwijderd houden van ontstekingsbronnen � Niet roken.

PT: Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignição � Não fumar.

FI: Eristettävä sytytyslähteistä � Tupakointi kielletty.

SV: Förvaras åtskilt från antändningskällor � Rökning förbjuden.
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S17

ES: Manténgase lejos de materias combustibles.

DA: Holdes væk fra brandbare stoffer.

DE: Von brennbaren Stoffen fernhalten.

EL: LajqtÜ apü jaýrila tkijÜ.

EN: Keep away from combustible material.

FR: Tenir à l'écart des matières combustibles.

IT: Tenere lontano da sostanze combustibili.

NL: Verwijderd houden van brandbare stoffen.

PT: Manter afastado de matérias combustíveis.

FI: Säilytettävä erillään syttyvistä kemikaaleista.

SV: Förvaras åtskilt från brandfarliga ämnen.

S18

ES: Manipúlese y ábrase el recipiente con prudencia.

DA: Emballagen skal behandles og åbnes med forsigtighed.

DE: Behälter mit Vorsicht öffnen und handhaben.

EL: Veiqirseßse jai amoßnse so doveßo pqorejsijÜ.

EN: Handle and open container with care.

FR: Manipuler et ouvrir le récipient avec prudence.

IT: Manipolare ed aprire il recipiente con cautela.

NL: Verpakking voorzichtig behandelen en openen.

PT: Manipular e abrir o recipiente com prudência.

FI: Pakkauksen käsittelyssä ja avaamisessa on noudatettava varovaisuutta.

SV: Förpackningen hanteras och öppnas försiktigt.

S20

ES: No comer ni beber durante su utilización.

DA: Der må ikke spises eller drikkes under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht essen und trinken.

EL: Lgm sqþse Þ pßmese üsam so vqgrilopoießse.

EN: When using do not eat or drink.

FR: Ne pas manger et ne pas boire pendant l'utilisation.

IT: Non mangiare né bere durante l'impiego.

NL: Niet eten of drinken tijdens gebruik.

PT: Não comer nem beber durante a utilização.

FI: Syöminen ja juominen kielletty kemikaalia käsiteltäessä.

SV: Ät inte eller drick inte under hanteringen

S21

ES: No fumar durante su utilización.

DA: Der må ikke ryges under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht rauchen.

EL: Lgm japmßfese üsam so vqgrilopoießse.

EN: When using do not smoke.

FR: Ne pas fumer pendant l'utilisation.
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IT: Non fumare durante l'impiego.

NL: Niet roken tijdens gebruik.

PT: Não fumar durante a utilização.

FI: Tupakointi kielletty kemikaalia käytettäessä.

SV: Rök inte under hanteringen.

S22

ES: No respirar el polvo.

DA: Undgå indånding af støv.

DE: Staub nicht einatmen.

EL: Lgm amapmÝese sgm rjümg.

EN: Do not breathe dust.

FR: Ne pas respirer les poussières.

IT: Non respirare le polveri.

NL: Stof niet inademen.

PT: Não respirar as poeiras.

FI: Vältettävä pölyn hengittämistä.

SV: Undvik inandning av damm.

S23

ES: No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles [denominación(es) adecuada(s) a especificar por el fabricante].

DA: Undgå indånding af gas/røg/dampe/aerosol-tåger (den eller de pågældende betegnelser angives af fabrikanten).

DE: Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

EL: Lgm amapmÝese aÝqia/amahtliÜreiy/asloýy/ejmeuþlasa (g jasÜkkgkg diasýpxrg jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Do not breathe gas/fumes/vapour/spray (appropriate wording to be specified by the manufacturer).

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

IT: Non respirare i gas/fumi/vapori/aerosoli [termine(i) appropriato(i) da precisare da parte del produttore].

NL: Gas/rook/damp/spuitnevel niet inademen (toepasselijke term(en) aan te geven door de fabrikant).

PT: Não respirar os gases/vapores/fumos/aerossóis [termo(s) apropriado(s) a indicar pelo produtor].

FI: Vältettävä kaasun/huurun/höyryn/sumun hengittämistä (oikean sanamuodon valitsee valmistaja/maahantuoja).

SV: Undvik inandning av gas/rök/ånga/dimma (lämplig formulering anges av tillverkaren).

S24

ES: Evítese el contacto con la piel.

DA: Undgå kontakt med huden.

DE: Berührung mit der Haut vermeiden.

EL: Apoueýcese sgm epauÞ le so dÝqla.

EN: Avoid contact with skin.

FR: Éviter le contact avec la peau.

IT: Evitare il contatto con la pelle.

NL: Aanraking met de huid vermijden.

PT: Evitar o contacto com a pele.

FI: Varottava kemikaalin joutumista iholle.

SV: Undvik kontakt med huden.
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S25

ES: Evítese el contacto con los ojos.

DA: Undgå kontakt med øjnene.

DE: Berührung mit den Augen vermeiden.

EL: Apoueýcese sgm epauÞ le sa lÜsia.

EN: Avoid contact with eyes.

FR: Éviter le contact avec les yeux.

IT: Evitare il contatto con gli occhi.

NL: Aanraking met de ogen vermijden.

PT: Evitar o contacto com os olhos.

FI: Varottava kemikaalin joutumista silmiin.

SV: Undvik kontakt med ögonen.

S26

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

DA: Kommer stoffet i øjnene, skylles straks grundigt med vand og læge kontaktes.

DE: Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren.

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le sa lÜsia pkýmesÝ sa alÝrxy le Üuhomo meqü jai fgsÞrse iasqijÞ rtlbotkÞ.

EN: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice.

FR: En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement et abondamment avec de l'eau et consulter un spécialiste.

IT: In caso di contatto con gli occhi, lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare un medico.

NL: Bij aanraking met de ogen onmiddellijk met overvloedig water afspoelen en deskundig medisch advies inwinnen.

PT: Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com água e consultar um especialista.

FI: Roiskeet silmistä huuhdeltava välittömästi runsaalla vedellä ja mentävä lääkäriin.

SV: Vid kontakt med ögonen, spola genast med mycket vatten och kontakta läkare.

S27

ES: Quítese inmediatamente la ropa manchada o salpicada.

DA: Tilsmudset tøj tages straks af.

DE: Beschmutzte, getränkte Kleidung sofort ausziehen.

EL: AuaiqÝrse alÝrxy üka sa emdýlasa pot Ývotm loktmheß.

EN: Take off immediately all contaminated clothing.

FR: Enlever immédiatement tout vêtement souillé ou éclaboussé.

IT: Togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati.

NL: Verontreinigde kleding onmiddellijk uittrekken.

PT: Retirar imediatamente todo o vestuário contaminado.

FI: Riisuttava välittömästi saastunut vaatetus.

SV: Tag genast av alla nedstänkta kläder.

S28

ES: En caso de contacto con la piel, lávese inmediata y abundantemente con � (productos a especificar por el fabricante).

DA: Kommer stof på huden vaskes straks med store mængder � (angives af fabrikanten).

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

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le so dÝqla, pktheßse alÝrxy le Üuhomo � (so eßdoy sot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

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

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

NL: Na aanraking met de huid onmiddellijk wassen met veel � (aan te geven door de fabrikant).

PT: Após contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com � (produtos adequados a indicar pelo produtor).

FI: Roiskeet iholta huuhdeltava välittömästi runsaalla määrällä � (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Vid kontakt med huden tvätta genast med mycket � (anges av tillverkaren).

S29

ES: No tirar los residuos por el desagüe.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sot peqievolÝmot rsgm apovÝsetrg.

EN: Do not empty into drains.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout.

IT: Non gettare i residui nelle fognature.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin.

SV: Töm ej i avloppet.

S30

ES: No echar jamás agua a este producto.

DA: Hæld aldrig vand på eller i produktet.

DE: Niemals Wasser hinzugießen.

EL: PosÝ lgm pqorhÝsese meqü rso pqoúüm atsü.

EN: Never add water to this product.

FR: Ne jamais verser de l'eau dans ce produit.

IT: Non versare acqua sul prodotto.

NL: Nooit water op deze stof gieten.

PT: Nunca adicionar água a este produto.

FI: Tuotteeseen ei saa lisätä vettä.

SV: Häll aldrig vatten på eller i produkten.

S33

ES: Evítese la acumulación de cargas electroestáticas.

DA: Træf foranstaltninger mod statisk elektricitet.

DE: Maßnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.

EL: KÜbese pqorsasetsijÜ lÝsqa Ýmamsi gkejsqorsasijþm ejjemþrexm.

EN: Take precautionary measures against static discharges.

FR: Éviter l'accumulation de charges électrostatiques.

IT: Evitare l'accumulo di cariche elettrostatiche.

NL: Maatregelen treffen tegen ontladingen van statische elektriciteit.

PT: Evitar acumulação de cargas electrostáticas.

FI: Estettävä staattisen sähkön aiheuttama kipinöinti.

SV: Vidtag åtgärder mot statisk elektricitet.
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S35

ES: Elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles.

DA: Materialet og dets beholder skal bortskaffes på en sikker måde.

DE: Abfälle und Behälter müssen in gesicherter Weise beseitigt werden.

EL: So tkijü jai o peqiÝjsgy sot pqÝpei ma diaseheß le aruakÞ sqüpo.

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

FR: Ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en prenant toutes les précautions d'usage.

IT: Non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni.

NL: Deze stof en de verpakking op veilige wijze afvoeren.

PT: Não se desfazer deste produto e do seu recipiente sem tomar as precauções de segurança devidas.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on hävitettävä turvallisesti.

SV: Produkt och förpackning skall oskadliggöras på säkert sätt.

S36

ES: Úsese indumentaria protectora adecuada.

DA: Brug særligt arbejdstøj.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

EL: Ma uoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa.

EN: Wear suitable protective clothing.

FR: Porter un vêtement de protection approprié.

IT: Usare indumenti protettivi adatti.

NL: Draag geschikte beschermende kleding.

PT: Usar vestuário de protecção adequado.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder.

S37

ES: Úsense guantes adecuados.

DA: Brug egnede beskyttelseshandsker under arbejdet.

DE: Geeignete Schutzhandschuhe tragen.

EL: Ma uoqÜse jasÜkkgka cÜmsia.

EN: Wear suitable gloves.

FR: Porter des gants appropriés.

IT: Usare guanti adatti.

NL: Draag geschikte handschoenen.

PT: Usar luvas adequadas.

FI: Käytettävä sopivia suojakäsineitä.

SV: Använd lämpliga skyddshandskar.

S38

ES: En caso de ventilación insuficiente, úsese equipo respiratorio adecuado.

DA: Brug egnet åndedrætsværn, hvis effektiv ventilation ikke er mulig.

DE: Bei unzureichender Belüftung Atemschutzgerät anlegen.

EL: Re peqßpsxrg amepaqjoýy aeqirloý, vqgrilopoießse jasÜkkgkg amapmetrsijÞ rtrjetÞ.

EN: In case of insufficient ventilation, wear suitable respiratory equipment.

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

NL: Bij ontoereikende ventilatie een geschikte adembescherming dragen.

PT: Em caso de ventilação insuficiente, usar equipamento respiratório adequado.

FI: Kemikaalin käyttö edellyttää tehokasta ilmanvaihtoa tai sopivaa hengityksensuojainta.

SV: Använd lämpligt andningsskydd vid otillräcklig ventilation.

S39

ES: Úsese protección para los ojos/la cara.

DA: Brug beskyttelsesbriller/ansigtsskærm under arbejdet.

DE: Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: Vqgrilopoießse rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear eye/face protection.

FR: Porter un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Een bescherming voor de ogen/voor het gezicht dragen.

PT: Usar um equipamento protector para os olhos/face.

FI: Käytettävä silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S40

ES: Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, úsese � (a especificar por el fabricante).

DA: Gulvet og tilsmudsede genstande renses med � (midlerne angives af fabrikanten).

DE: Fußboden und verunreinigte Gegenstände mit � reinigen (Material vom Hersteller anzugeben).

EL: Cia som jahaqirlü sot dapÝdot jai ükxm sxm amsijeilÝmxm pot Ývotm loktmheß apü so tkijü atsü vqgrilopoießse � (so
eßdoy jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: To clean the floor and all objects contaminated by this material, use � (to be specified by the manufacturer).

FR: Pour nettoyer le sol ou les objets souillés par ce produit, utiliser � (à préciser par le fabricant).

IT: Per pulire il pavimento e gli oggetti contaminati da questo prodotto, usare � (da precisare da parte del produttore).

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

PT: Para limpeza do chão e objectos contaminados por este produto, utilizar � (a especificar pelo produtor).

FI: Kemikaali puhdistettava pinnoilta käyttäen � (kemikaalin ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Golv och förorenade föremål tvättas med � (anges av tillverkaren).

S41

ES: En caso de incendio y/o de explosión no respire los humos.

DA: Undgå at indånde røgen ved brand eller eksplosion.

DE: Explosions- und Brandgase nicht einatmen.

EL: Re peqßpsxrg ptqjaciÜy Þ/jai ejqÞnexy lgm amapmÝese soty japmoýy.

EN: In case of fire and/or explosion do not breathe fumes.

FR: En cas d'incendie et/ou d'explosion, ne pas respirer les fumées.

IT: In caso di incendio e/o esplosione non respirare i fumi.

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

PT: Em caso de incêndio e/ou explosão não respirar os fumos.

FI: Vältettävä palamisessa tai räjähdyksessä muodostuvan savun hengittämistä.

SV: Undvik inandning av rök vid brand eller explosion.
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S42

ES: Durante las fumigaciones/pulverizaciones, úsese equipo respiratorio adecuado [denominación(es) adecuada(s) a especifi-
car por el fabricante].

DA: Brug egnet åndedrætsværn ved rygning/sprøjtning (den eller de pågældende betegnelser angives af fabrikanten).

DE: Beim Räuchern/Versprühen geeignetes Atemschutzgerät anlegen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

EL: JasÜ sg diÜqjeia tpojapmirloý/wejÜrlasoy vqgrilopoießse jasÜkkgkg amapmetrsijÞ rtrjetÞ (g jasÜkkgkg diasýpxrg
jahoqßfesai apü som paqacxcü).

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

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

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

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

PT: Durante as fumigações/pulverizações usar equipamento respiratório adequado [termo(s) adequado(s) a indicar pelo
produtor].

FI: Kaasutuksen/ruiskutuksen aikana käytettävä sopivaa hengityksensuojainta (oikean sanamuodon valitsee
valmistaja/maahantuoja).

SV: Använd lämpligt andningsskydd vid gasning/sprutning (specificeras av tillverkaren).

S43

ES: En caso de incendio, utilizar � (los medios de extinción los debe especificar el fabricante). (Si el agua aumenta el riesgo, se
deberá añadir: «No usar nunca agua»).

DA: Brug � ved brandslukning (den nøjagtige type brandslukningsudstyr angives af fabrikanten. Såfremt vand ikke må bruges
tilføjes: »Brug ikke vand«).

DE: Zum Löschen � (vom Hersteller anzugeben) verwenden. (Wenn Wasser die Gefahr erhöht, anfügen: �Kein Wasser
verwenden�.).

EL: Re peqßpsxrg ptqjaciÜy vqgrilopoießse � (AmauÝqesai so ajqibÝy eßdoy lÝrxm ptqürbergy. EÜm so meqü atnÜmei som
jßmdtmo, pqorsßhesai: «Lg vqgrilopoießse posÝ meqü»).

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

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

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

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

PT: Em caso de incêndio, utilizar � (meios de extinção a especificar pelo produtor. Se a água aumentar os riscos, acrescentar
«Nunca utilizar água»).

FI: Sammutukseen käytettävä � (ilmoitettava sopiva sammutusmenetelmä. Jos vesi lisää vaaraa, lisättävä sanat: Sammutuk-
seen ei saa käyttää vettä).

SV: Vid brandsläckning använd � (ange lämplig metod. Om vatten ökar riskerna, lägg till: �Använd aldrig vatten�).

S45

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

DA: Ved ulykkestilfælde eller ved ildebefindende er omgående lægebehandling nødvendig; vis etiketten, hvis det er
muligt.

DE: Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, dieses Etikett vorzeigen).

EL: Re peqßpsxrg astvÞlasoy Þ am airhamheßse adiaherßa fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ (deßnse sgm esijÝssa am eßmai
dtmasü).

EN: In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).

FR: En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer l'étiquette).

IT: In caso di incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli l'etichetta).

L 225/134 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



NL: Bij een ongeval of indien men zich onwel voelt, onmiddellijk een arts raadplegen (indien mogelijk hem dit etiket
tonen).

PT: Em caso de acidente ou de indisposição, consultar imediatamente o médico (se possível mostrar-lhe o rótulo).

FI: Onnettomuuden sattuessa tai tunnettaessa pahoinvointia hakeuduttava heti lääkärin hoitoon (näytettävä tätä etiket-
tiä, mikäli mahdollista).

SV: Vid olycksfall, illamående eller annan påverkan, kontakta omedelbart läkare. Visa om möjligt etiketten.

S46

ES: En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el envase.

DA: Ved indtagelse, kontakt omgående læge og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken sofort ärztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vorzeigen.

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ jai deßnse atsü so doveßo Þ sgm esijÝssa.

EN: If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label.

FR: En cas d'ingestion, consulter immédiatement un médecin et lui montrer l'emballage ou l'étiquette.

IT: In caso d'ingestione consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o l'etichetta.

NL: In geval van inslikken onmiddellijk een arts raadplegen en verpakking of etiket tonen.

PT: Em caso de ingestão, consultar imediatamente o médico e mostrar-lhe a embalagem ou o rótulo.

FI: Jos ainetta on nielty, hakeuduttava heti lääkärin hoitoon ja näytettävä tämä pakkaus tai etiketti.

SV: Vid förtäring kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller etiketten.

S47

ES: Consérvese a una temperatura no superior a � °C (a especificar por el fabricante).

DA: Må ikke opbevares ved temperaturer på over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Nicht bei Temperaturen über � °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai re heqlojqarßa pot dem tpeqbaßmei soty � °C (jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep at temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le fabricant).

IT: Conservare a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar a uma temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förvaras vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).

S48

ES: Consérvese húmedo con � (medio apropiado a especificar por el fabricante).

DA: Holdes befugtet med � (passende middel angives af fabrikanten).

DE: Feucht halten mit � (geeignetes Mittel vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai tcqü le � (so jasÜkkgko tkijü jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep wet with � (appropriate material to be specified by the manufacturer).

FR: Maintenir humide avec � (moyen approprié à préciser par le fabricant).

IT: Mantenere umido con � (mezzo appropriato da precisare da parte del fabbricante).

NL: Inhoud vochtig houden met � (middel aan te geven door de fabrikant).

PT: Manter húmido com � (material adequado a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä kosteana � (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa sopivan aineen).

SV: Innehållet skall hållas fuktigt med � (lämpligt material anges av tillverkaren).
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S49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen.

DA: Må kun opbevares i den originale emballage.

DE: Nur im Originalbehälter aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo.

EN: Keep only in the original container.

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine.

IT: Conservare soltanto nel recipiente originale.

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem.

FI: Säilytettävä vain alkuperäispakkauksessa.

SV: Förvaras endast i originalförpackningen.

S50

ES: No mezclar con � (a especificar por el fabricante).

DA: Må ikke blandes med � (angives af fabrikanten).

DE: Nicht mischen mit � (vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma lgm amaleivheß le � (jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Do not mix with � (to be specified by the manufacturer).

FR: Ne pas mélanger avec � (à spécifier par le fabricant).

IT: Non mescolare con � (da specificare da parte del fabbricante).

NL: Niet vermengen met � (aan te geven door de fabrikant).

PT: Não misturar com � (a especificar pelo produtor).

FI: Ei saa sekoittaa � (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa aineen) kanssa.

SV: Blanda inte med � (anges av tillverkaren).

S51

ES: Úsese únicamente en lugares bien ventilados.

DA: Må kun bruges på steder med god ventilation.

DE: Nur in gut gelüfteten Bereichen verwenden.

EL: Ma vqgrilopoießsai lümo re jakÜ aeqifülemo vþqo.

EN: Use only in well-ventilated areas.

FR: Utiliser seulement dans des zones bien ventilées.

IT: Usare soltanto in luogo ben ventilato.

NL: Uitsluitend op goed geventileerde plaatsen gebruiken.

PT: Utilizar somente em locais bem ventilados.

FI: Huolehdittava hyvästä ilmanvaihdosta.

SV: Sörj för god ventilation.

S52

ES: No usar sobre grandes superficies en locales habitados.

DA: Bør ikke anvendes til større flader i beboelses- eller opholdsrum.

DE: Nicht großflächig für Wohn- und Aufenthaltsräume zu verwenden.

EL: Dem rtmirsÜsai g vqÞrg re etqeßey epiuÜmeiey re erxseqijoýy vþqoty.

EN: Not recommended for interior use on large surface areas.

FR: Ne pas utiliser sur de grandes surfaces dans les locaux habités.
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IT: Non utilizzare su grandi superfici in locali abitati.

NL: Niet voor gebruik op grote oppervlakken in woon- en verblijfruimten.

PT: Não utilizar em grandes superfícies nos locais habitados.

FI: Ei suositella sisäkäyttöön laajoilla pinnoilla.

SV: Olämpligt för användning inomhus vid behandling av stora ytor.

S53

ES: Evítese la exposición � recábense instrucciones especiales antes del uso.

DA: Undgå enhver kontakt � indhent særlige anvisninger før brug.

DE: Exposition vermeiden � vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

EL: Apoueýcese sgm Ýjherg � euodiarseßse le siy eidijÝy odgcßey pqim apü sg vqÞrg.

EN: Avoid exposure � obtain special instructions before use.

FR: Éviter l'exposition � se procurer des instructions spéciales avant l'utilisation.

IT: Evitare l'esposizione � procurarsi speciali istruzioni prima dell'uso.

NL: Blootstelling vermijden � vóór gebruik speciale aanwijzingen raadplegen.

PT: Evitar a exposição � obter instruções específicas antes da utilização.

FI: Vältettävä altistumista � ohjeet luettava ennen käyttöä.

SV: Undvik exponering � Begär specialinstruktioner före användning.

S56

ES: Elimínense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de residuos especiales o peligrosos.

DA: Aflever dette materiale og dets beholder til et indsamlingssted for farligt affald og problemaffald.

DE: Dieses Produkt und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung zuführen.

EL: So tkijü atsü jai o peqiÝjsgy sot ma emaposehoým re vþqo rtkkocÞy epijimdýmxm Þ eidijþm apobkÞsxm.

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.

FR: Éliminer ce produit et son récipient dans un centre de collecte des déchets dangereux ou spéciaux.

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta rifiuti pericolosi o speciali.

NL: Deze stof en de verpakking naar inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder afval brengen.

PT: Eliminar este produto e o seu recipiente, enviando-os para local autorizado para a recolha de resíduos perigosos
ou especiais.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajätteen vastaanottopaikkaan.

SV: Lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

S57

ES: Utilícese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminación del medio ambiente.

DA: Skal indesluttes forsvarligt for at undgå miljøforurening.

DE: Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behälter verwenden.

EL: Ma vqgrilopoigheß o jasÜkkgkoy peqiÝjsgy cia ma apouetvheß lüktmrg sot peqibÜkkomsoy.

EN: Use appropriate container to avoid environmental contamination.

FR: Utiliser un récipient approprié pour éviter toute contamination du milieu ambiant.

IT: Usare contenitori adeguati per evitare l'inquinamento ambientale.

NL: Neem passende maatregelen om verspreiding in het milieu te voorkomen.

PT: Utilizar um recipiente adequado para evitar a contaminação do ambiente.

FI: Käytettävä sopivaa säilytystapaa ympäristön likaantumisen ehkäisemiseksi.

SV: Förvaras på lämpligt sätt för att undvika miljöförorening.
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S59

ES: Remitirse al fabricante o proveedor para obtener información sobre su recuperación/reciclado.

DA: Indhent oplysninger om genvinding/genanvendelse hos producenten/leverandøren.

DE: Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim Hersteller/Lieferanten erfragen.

EL: FgsÞrse pkgqouoqßey apü som paqacxcü/pqolghetsÞ cia amÜjsgrg/amajýjkxrg.

EN: Refer to manufacturer/supplier for information on recovery/recycling.

FR: Consulter le fabricant/fournisseur pour des informations relatives à la récupération/au recyclage.

IT: Richiedere informazioni al produttore/fornitore per il recupero/riciclaggio.

NL: Raadpleeg fabrikant/leverancier voor informatie over terugwinning/recycling.

PT: Solicitar ao produtor/fornecedor informações relativas à sua recuperação/reciclagem.

FI: Hanki valmistajalta/luovuttajalta tietoja uudelleenkäytöstä/kierrätyksestä.

SV: Rådfråga tillverkare/leverantör om återvinning/återanvändning.

S60

ES: Elimínense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

DA: Dette materiale og dets beholder skal bortskaffes som farligt affald.

DE: Dieses Produkt und sein Behälter sind als gefährlicher Abfall zu entsorgen.

EL: So tkijü jai o peqiÝjsgy sot ma hexqghoým jasÜ sg diÜherg soty epijßmdtma apübkgsa.

EN: This material and its container must be disposed of as hazardous waste.

FR: Éliminer le produit et son récipient comme un déchet dangereux.

IT: Questo materiale e il suo contenitore devono essere smaltiti come rifiuti pericolosi.

NL: Deze stof en de verpakking als gevaarlijk afval afvoeren.

PT: Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados como resíduos perigosos.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on käsiteltävä ongelmajätteenä.

SV: Detta material och dess behållare skall tas om hand som farligt avfall.

S61

ES: Evítese su liberación al medio ambiente. Recábense instrucciones específicas de la ficha de datos de seguridad.

DA: Undgå udledning til miljøet. Se særlig vejledning/leverandørbrugsanvisning.

DE: Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

EL: Apouýcese sgm ekethÝqxrÞ sot rso peqibÜkkom. Amaueqheßse re eidijÝy odgcßey/deksßo dedolÝmxm aruakeßay.

EN: Avoid release to the environment. Refer to special instructions/safety data sheets.

FR: Éviter le rejet dans l'environnement. Consulter les instructions spéciales/la fiche de données de sécurité.

IT: Non disperdere nell'ambiente. Riferirsi alle istruzioni speciali/schede informative in materia di sicurezza.

NL: Voorkom lozing in het milieu. Vraag om speciale instructies/veiligheidskaart.

PT: Evitar a libertação para o ambiente. Obter instruções específicas/fichas de segurança.

FI: Vältettävä päästämistä ympäristöön. Lue erityisohjeet/käyttöturvallisuustiedote.

SV: Undvik utsläpp till miljön. Läs särskilda instruktioner/varuinformationsblad.

S62

ES: En caso de ingestión no provocar el vómito: acúdase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el
envase.

DA: Ved indtagelse, undgå at fremprovokere opkastning: kontakt omgående læge og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeiführen. Sofort ärztlichen Rat einholen und Verpackung oder dieses Etikett
vorzeigen.

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy ma lgm pqojkgheß elesüy: fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ jai deßnse atsü so doveßo Þ sgm
esijÝssa sot.

L 225/138 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



EN: If swallowed, do not induce vomiting: seek medical advice immediately and show this container or label.

FR: En cas d'ingestion, ne pas faire vomir. Consulter immédiatement un médecin et lui montrer l'emballage ou
l'étiquette.

IT: In caso di ingestione non provocare il vomito: consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o
l'etichetta.

NL: Bij inslikken niet het braken opwekken; direct een arts raadplegen en de verpakking of het etiket tonen.

PT: Em caso de ingestão, não provocar o vómito. Consultar imediatamente um médico e mostrar-lhe a embalagem ou
o rótulo.

FI: Jos kemikaalia on nielty, ei saa oksennuttaa: hakeuduttava välittömästi lääkärin hoitoon ja näytettävä tämä pakkaus
tai etiketti.

SV: Vid förtäring, framkalla ej kräkning. Kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller etiketten.

S63

ES: En caso de accidente por inhalación, alejar a la víctima de la zona contaminada y mantenerla en reposo.

DA: Ved ulykkestilfælde ved indånding bringes tilskadekomne ud i frisk luft og holdes i ro.

DE: Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhigstellen.

EL: Re peqßpsxrg astvÞlasoy kücx eirpomÞy: apolajqýmese so hýla apü so loktrlÝmo vþqo jai auÞrse so ma gqelÞrei.

EN: In case of accident by inhalation: remove casualty to fresh air and keep at rest.

FR: En cas d'accident par inhalation, transporter la victime hors de la zone contaminée et la garder au repos.

IT: In caso di incidente per inalazione, allontanare l'infortunato dalla zona contaminata e mantenerlo a riposo.

NL: Bij een ongeval door inademing: slachtoffer in de frisse lucht brengen en laten rusten.

PT: Em caso de inalação acidental, remover a vítima da zona contaminada e mantê-la em repouso.

FI: Jos ainetta on onnettomuuden sattuessa hengitetty: siirrä henkilö raittiiseen ilmaan ja pidä hänet levossa.

SV: Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade till frisk luft och låt vila.

S64

ES: En caso de ingestión, enjuáguese la boca con agua (solamente si la persona está consciente).

DA: Ved indtagelse, skyl munden med vand (kun hvis personen er ved bevidsthed).

DE: Bei Verschlucken Mund mit Wasser ausspülen (nur wenn Verunfallter bei Bewusstsein ist).

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy, nepkýmese so rsüla le meqü (lümo euürom so hýla diasgqeß siy airhÞreiy sot).

EN: If swallowed, rinse mouth with water (only if the person is conscious).

FR: En cas d'ingestion, rincer la bouche avec de l'eau (seulement si la personne est consciente).

IT: In caso di ingestione, sciacquare la bocca con acqua (solamente se l'infortunato è cosciente).

NL: Bij inslikken, mond met water spoelen (alleen als de persoon bij bewustzijn is).

PT: Em caso de ingestão, lavar repetidamente a boca com água (apenas se a vítima estiver consciente).

FI: Jos ainetta on nielty, huuhtele suu vedellä (vain jos henkilö on tajuissaan).

SV: Vid förtäring, skölj munnen med vatten (endast om personen är vid medvetande)
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Combinación de frases-S

Kombination af S-sætninger

Kombination der S-Sätze

Rtmdtarlüy sxm S-uqÜrexm

Combination of S-phrases

Combinaison des phrases S

Combinazioni delle frasi S

Combinatie van S-zinnen

Combinação das frases S

Yhdistetyt S-lausekkeet

Sammansatta S-fraser

S1/2

ES: Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los niños.

DA: Opbevares under lås og utilgængeligt for børn.

DE: Unter Verschluss und für Kinder unzugänglich aufbewahren.

EL: UtkÜnse so jkeidxlÝmo jai lajqtÜ apü paidiÜ.

EN: Keep locked up and out of the reach of children.

FR: Conserver sous clef et hors de portée des enfants.

IT: Conservare sotto chiave e fuori della portata dei bambini.

NL: Achter slot en buiten bereik van kinderen bewaren.

PT: Guardar fechado à chave e fora do alcance das crianças.

FI: Säilytettävä lukitussa tilassa ja lasten ulottumattomissa.

SV: Förvaras i låst utrymme och oåtkomligt för barn.

S3/7

ES: Consérvese el recipiente bien cerrado y en lugar fresco.

DA: Emballagen opbevares tæt lukket på et køligt sted.

DE: Behälter dicht geschlossen halten und an einem kühlen Ort aufbewahren.

EL: Diasgqeßrse so doveßo eqlgsijÜ jkeirlÝmo re dqoreqü lÝqoy.

EN: Keep container tightly closed in a cool place.

FR: Conserver le récipient bien fermé dans un endroit frais.

IT: Tenere il recipiente ben chiuso in luogo fresco.

NL: Gesloten verpakking op een koele plaats bewaren.

PT: Conservar em recipiente bem fechado em lugar fresco.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna viileässä paikassa.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten och svalt.

S3/9/14

ES: Consérvese en lugar fresco y bien ventilado y lejos de � (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares køligt, godt ventileret og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

DE: An einem kühlen, gut gelüfteten Ort, entfernt von � aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden
muss, sind vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot tpodeijmýomsai apü som
paqacxcü).

EN: Keep in a cool, well-ventilated place away from � (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).

FR: Conserver dans un endroit frais et bien ventilé à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).
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IT: Conservare in luogo fresco e ben ventilato lontano da � (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren op een koele, goed geventileerde plaats verwijderd van � (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden,
aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja) viileässä paikassa, jossa on hyvä
ilmanvaihto.

SV: Förvaras svalt, på väl ventilerad plats åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S3/9/14/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado y lejos de � (materiales incompa-
tibles, a especificar por el fabricante).

DA: Må kun opbevares i originalemballagen på et køligt, godt ventileret sted og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives
af fabrikanten).

DE: Nur im Originalbehälter an einem kühlen, gut gelüfteten Ort, entfernt von � aufbewahren (die Stoffe, mit denen
Kontakt vermieden werden muss, sind vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot
tpodeijmýomsai apü som paqacxcü).

EN: Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place away from � (incompatible materials to be
indicated by the manufacturer).

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé à l'écart de � (matières
incompatibles à indiquer par le fabricant).

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato lontano da � (materiali incompatibili
da precisare da parte del fabbricante).

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren op een koele, goed geventileerde plaats verwijderd van �
(stoffen waarmee contact vermeden dient te worden, aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de � (matérias incompa-
tíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa viileässä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto erillään � (yhteensopimattomat
aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras endast i originalförpackningen på sval, väl ventilerad plats åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av
tillverkaren).

S3/9/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado.

DA: Må kun opbevares i originalemballagen på et køligt, godt ventileret sted.

DE: Nur im Originalbehälter an einem kühlen, gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place.

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé.

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato.

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren op een koele, goed geventileerde plaats.

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado.

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa viileässä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förvaras endast i originalförpackningen på sval, väl ventilerad plats.

S3/14

ES: Consérvese en lugar fresco y lejos de � (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares køligt og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

DE: An einem kühlen, von � entfernten Ort aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden muss, sind vom
Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai re dqoreqü lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot tpodeijmýomsai apü som paqacxcü).

EN: Keep in a cool place away from � (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).
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FR: Conserver dans un endroit frais à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).

IT: Conservare in luogo fresco lontano da � (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren op een koele plaats verwijderd van � (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden, aan te geven door de
fabrikant).

PT: Conservar em lugar fresco ao abrigo de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä viileässä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras svalt och åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S7/8

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar seco.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares tørt.

DE: Behälter trocken und dicht geschlossen halten.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo jai ma pqorsaseýesai apü sgm tcqarßa.

EN: Keep container tightly closed and dry.

FR: Conserver le récipient bien fermé et à l'abri de l'humidité.

IT: Conservare il recipiente ben chiuso e al riparo dall'umidità.

NL: Droog houden en in een goed gesloten verpakking bewaren.

PT: Conservar o recipiente bem fechado e ao abrigo da humidade.

FI: Säilytettävä kuivana ja tiiviisti suljettuna.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten och torrt.

S7/9

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar bien ventilado.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares på et godt ventileret sted.

DE: Behälter dicht geschlossen an einem gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo jai re jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep container tightly closed and in a well-ventilated place.

FR: Conserver le récipient bien fermé et dans un endroit bien ventilé.

IT: Tenere il recipiente ben chiuso e in luogo ben ventilato.

NL: Gesloten verpakking op een goed geventileerde plaats bewaren.

PT: Manter o recipiente bem fechado em local bem ventilado.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten på väl ventilerad plats.

S7/47

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y consérvese a una temperatura no superior a � °C (a especificar por el
fabricante).

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares ved temperaturer på ikke over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Behälter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen über � °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßrse so doveßo jakÜ jkeirlÝmo re heqlojqarßa pot dem tpeqbaßmei soty � °C (ma jahoqirseß apü som paqacxcü).

EN: Keep container tightly closed and at a temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver le récipient bien fermé et à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le fabricant).

IT: Tenere il recipiente ben chiuso e a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante).

NL: Gesloten verpakking bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de fabrikant).

PT: Manter o recipiente bem fechado e conservar a uma temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna ja alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).
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S20/21

ES: No comer, ni beber, ni fumar durante su utilización.

DA: Der må ikke spises, drikkes eller ryges under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht essen, trinken oder rauchen.

EL: ¼sam so vqgrilopoießse lgm sqþse, lgm pßmese, lgm japmßfese.

EN: When using do not eat, drink or smoke.

FR: Ne pas manger, ne pas boire et ne pas fumer pendant l'utilisation.

IT: Non mangiare, né bere, né fumare durante l'impiego.

NL: Niet eten, drinken of roken tijdens gebruik.

PT: Não comer, beber ou fumar durante a utilização.

FI: Syöminen, juominen ja tupakointi kielletty kemikaalia käytettäessä.

SV: Ät inte, drick inte eller rök inte under hanteringen.

S24/25

ES: Evítese el contacto con los ojos y la piel.

DA: Undgå kontakt med huden og øjnene.

DE: Berührung mit den Augen und der Haut vermeiden.

EL: Apoueýcese epauÞ le so dÝqla jai sa lÜsia.

EN: Avoid contact with skin and eyes.

FR: Éviter le contact avec la peau et les yeux.

IT: Evitare il contatto con gli occhi e con la pelle.

NL: Aanraking met de ogen en de huid vermijden.

PT: Evitar o contacto com a pele e os olhos.

FI: Varottava kemikaalin joutumista iholle ja silmiin.

SV: Undvik kontakt med huden och ögonen.

S27/28

ES: Después del contacto con la piel, quítese inmediatamente toda la ropa manchada o salpicada y lávese inmediata y
abundantemente con � (productos a especificar por el fabricante).

DA: Kommer stof på huden, tages tilsmudset tøj straks af og der vaskes med store mængder � (angives af fabrikanten).

DE: Bei Berührung mit der Haut beschmutzte, getränkte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort abwaschen mit viel
� (vom Hersteller anzugeben).

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le so dÝqla, auaiqÝrse alÝrxy üka sa loktrlÝma qoýva jai pkýmese alÝrxy le Üuhomo � (so
eßdoy sot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: After contact with skin, take off immediately all contaminated clothing, and wash immediately with plenty of �
(to be specified by the manufacturer).

FR: Après contact avec la peau, enlever immédiatement tout vêtement souillé ou éclaboussé et se laver immédiatement
et abondamment avec � (produits appropriés à indiquer par le fabricant).

IT: In caso di contatto con la pelle, togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati e lavarsi immediata-
mente e abbondantemente con � (prodotti idonei da indicarsi da parte del fabbricante).

NL: Na contact met de huid, alle besmette kleding onmiddellijk uittrekken en de huid onmiddellijk wassen met veel �
(aan te geven door de fabrikant).

PT: Em caso de contacto com a pele, retirar imediatamente toda a roupa contaminada e lavar imediata e abundante-
mente com � (produto adequado a indicar pelo produtor).

FI: Ihokosketuksen jälkeen, saastunut vaatetus on riisuttava välittömästi ja roiskeet huuhdeltava välittömästi runsaalla
määrällä � (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Vid kontakt med huden, tag genast av alla nedstänkta kläder och tvätta genast med mycket � (anges av
tillverkaren).
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S29/35

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precaucio-
nes posibles.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb; materialet og dets beholder skal bortskaffes på en sikker måde.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; Abfälle und Behälter müssen in gesicherter Weise beseitigt werden.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sotpeqievolÝmot rsgm apovÝsetrg, diahÝrse atsü so tkijü jai som peqiÝjsg sot jasÜ
aruakÞ sqüpo.

EN: Do not empty into drains; dispose of this material and its container in a safe way.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout; ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en prenant toutes les pré-
cautions d'usage.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; stof en verpakking op veilige wijze afvoeren.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto; não eliminar o produto e o seu recipiente sem tomar as precauções de segurança
devidas.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin; tämä aine ja sen pakkaus on hävitettävä turvallisesti.

SV: Töm ej i avloppet, oskadliggör produkt och förpackning på säkert sätt.

S29/56

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de
residuos especiales o peligrosos.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb, aflever dette materiale og dets beholder til et indsamlingssted for farligt affald og
problemaffald.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; dieses Produkt und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung
zuführen.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sot peqievolÝmot rsgm apovÝsetrg. So tkijü atsü jai o peqiÝjsgy sot ma emaposehoým re
dglürio vþqo rtkkocÞy epijimdýmxm Þ eidijþm apobkÞsxm.

EN: Do not empty into drains, dispose of this material and its container at hazardous or special waste collection point.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout, éliminer ce produit et son récipient dans un centre de collecte des déchets dange-
reux ou spéciaux.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta rifiuti
pericolosi o speciali.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder
afval brengen.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto; eliminar este produto e o seu recipiente enviando-os para local autorizado para
a recolha de resíduos perigosos ou especiais.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin; tämä aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajätteen vastaanottopaikkaan.

SV: Töm ej i avloppet, lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

S36/37

ES: Úsense indumentaria y guantes de protección adecuados.

DA: Brug særligt arbejdstøj og egnede beskyttelseshandsker.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa jai cÜmsia.

EN: Wear suitable protective clothing and gloves.

FR: Porter un vêtement de protection et des gants appropriés.

IT: Usare indumenti protettivi e guanti adatti.

NL: Draag geschikte handschoenen en beschermende kleding.

PT: Usar vestuário de protecção e luvas adequadas.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta ja suojakäsineitä.

SV: Använd lämpliga skyddskläder och skyddshandskar.
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S36/37/39

ES: Úsense indumentaria y guantes adecuados y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug særligt arbejdstøj, egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskærm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa, cÜmsia jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection.

FR: Porter un vêtement de protection approprié, des gants et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare indumenti protettivi e guanti adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte beschermende kleding, handschoenen en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar vestuário de protecção, luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta, suojakäsineitä ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder, skyddshandskar samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S36/39

ES: Úsense indumentaria adecuada y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug særligt arbejdstøj og egnede beskyttelsesbriller/ansigtsskærm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable protective clothing and eye/face protection.

FR: Porter un vêtement de protection approprié et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare indumenti protettivi adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte beschermende kleding en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar vestuário de protecção e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S37/39

ES: Úsense guantes adecuados y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskærm under arbejdet.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgka cÜmsia jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable gloves and eye/face protection.

FR: Porter des gants appropriés et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare guanti adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte handschoenen en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivia suojakäsineitä ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddshandskar samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S47/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen y a temperatura no superior a � °C (a especificar por el
fabricante).

DA: Må kun opbevares i originalemballagen ved en temperatur på ikke over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Nur im Originalbehälter bei einer Temperatur von nicht über � °C (vom Hersteller anzugeben) aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re heqlojqarßa pot dÝm tpeqbaßmei soty � °C (jahoqßfesai apü som
paqacxcü).

EN: Keep only in the original container at a temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).
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FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le
fabricant).

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del
fabbricante).

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de
fabrikant).

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem a temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förvaras endast i originalförpackningen vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).

L 225/146 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



ALLEGATO 5A

EN: B.13/14. Mutagenicity � reverse mutation test using bacteria.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 5B

FR: L'administration du témoin positif par une voie différente de celle utilisée pour la substance d'essai est acceptable.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 5C

EN: t(min) =
Irradiation dose (J/cm2 × 1 000)

Irradiance (mW/cm2 × 60)
(1 J = 1 W sec)

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 5D

TEST DI TOSSICITÀ ORALE SUBCRONICA

STUDIO DELLA TOSSICITÀ ORALE CON SOMMINISTRAZIONE RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNI SUI
RODITORI

1. METODO

Questo metodo di tossicità subcronica corrisponde al TG 408 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Nella valutazione e nel giudizio delle caratteristiche tossiche di una sostanza chimica è possibile determinare la
tossicità orale subcronica con dosi ripetute dopo aver ottenuto dati preliminari sulla tossicità mediante test di
tossicità acuta o con dosi ripetute per 28 giorni. Lo studio di 90 giorni fornisce informazioni sui possibili
rischi per la salute che potrebbero derivare dall'esposizione ripetuta per un periodo di tempo prolungato che
copre la maturazione post-svezzamento e la crescita, fino all'età adulta. Con questo studio si otterranno dati
sui principali effetti tossici, sugli organi bersaglio e sulla possibilità di accumulo, mediante i quali si potrà sti-
mare il livello di esposizione al quale non si osservano effetti avversi, che può essere utilizzato per scegliere i
livelli delle dosi per gli studi cronici e per definire i criteri di sicurezza relativi all'esposizione di soggetti
umani.

Il metodo pone ulteriore enfasi sugli endpoint neurologici e fornisce un'indicazione degli effetti immunologici
e riproduttivi. Si sottolinea inoltre la necessità di sottoporre gli animali ad attente osservazioni cliniche, allo
scopo di ottenere il maggior numero possibile di informazioni. Il presente studio dovrebbe permettere l'identi-
ficazione di sostanze chimiche che abbiano la capacità potenziale di provocare effetti neurotossici, o sul
sistema immunologico o sugli organi della riproduzione che potrebbero richiedere ulteriori indagini approfon-
dite.

Cfr. anche Introduzione generale, parte B.

1.2. Definizioni

Dose: quantità della sostanza di prova somministrata. La dose si esprime in termini di peso (g, mg) o di peso
della sostanza in esame per unità di peso dell'animale sperimentale (ad esempio mg/kg), oppure in termini di
concentrazioni dietetiche costanti (ppm).

Dosaggio: termine generico che comprende la dose, la frequenza e la durata della somministrazione.

NOAEL: abbreviazione di «no observed adverse effect level» (livello al quale non si osservano effetti dannosi):
il più alto livello di dose a cui non si osservano effetti avversi correlati al trattamento.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO UTILIZZATO

Ogni giorno, per un periodo di 90 giorni, si somministra per via orale la sostanza in esame in dosi crescenti a
vari gruppi di animali da esperimento, laddove ad ogni gruppo corrisponde un determinato livello di dose.
Durante il periodo di somministrazione si tengono gli animali sotto attenta osservazione per individuare even-
tuali segni di tossicità. Gli animali che muoiono o vengono sacrificati durante il test sono sottoposti a esame
necroscopico e, a conclusione del test, anche gli animali sopravvissuti vengono sacrificati e sottoposti a esame
necroscopico.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.4.1. Preparazione degli animali

Si utilizzano solo animali sani che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno 5 giorni e
non siano stati sottoposti a precedenti procedure sperimentali. Gli animali in esame vanno caratterizzati per
specie, ceppo, origine, sesso, peso e/o età. L'assegnazione degli animali al gruppo di controllo e di trattamento
avviene mediante randomizzazione. Le gabbie vanno disposte in modo da ridurre al minimo eventuali effetti
dovuti alla collocazione. A ogni animale deve essere assegnato un numero di identificazione esclusivo.
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1.4.2. Preparazione delle dosi

La sostanza di prova viene somministrata mediante sonda gastrica, oppure con la dieta o l'acqua di abbeverag-
gio. Il metodo di somministrazione orale dipende dallo scopo dello studio e dalle caratteristiche fisico-chimi-
che del materiale da esaminare.

Se necessario, la sostanza di prova viene disciolta o posta in sospensione in un veicolo adeguato. Dove possi-
bile, si raccomanda di prendere anzitutto in considerazione la possibilità di utilizzare una soluzione/sospen-
sione acquosa, indi una soluzione/emulsione in olio (ad esempio olio di mais) e infine una soluzione in altri
veicoli. Se si usano veicoli diversi dall'acqua è necessario conoscerne le caratteristiche tossiche. Occorre inoltre
determinare la stabilità della sostanza di prova nelle condizioni di somministrazione.

1.4.3. Condizioni di esecuzione del test

1.4.3.1. Animali sperimentali

La specie di elezione è il ratto, sebbene si possano utilizzare anche altre specie di roditori, come il topo. È
bene usare ceppi di animali giovani adulti sani comunemente utilizzati in laboratorio. Le femmine devono
essere nullipare e non gravide. La somministrazione dovrebbe iniziare al più presto possibile dopo lo svezza-
mento e comunque prima che gli animali abbiano raggiunto le nove settimane di vita. All'inizio dello studio la
variazione di peso degli animali deve essere minima e non superare il ± 20 % del peso medio per ciascun
sesso. Per gli studi preliminari a studi della tossicità cronica a lungo termine, è necessario usare animali dello
stesso ceppo e provenienti dalla stessa origine in entrambi gli studi.

1.4.3.2. Numero e sesso

Per ciascun livello di dose vanno usati almeno 20 animali (dieci femmine e dieci maschi). Qualora si preveda
di sacrificare a intervalli intermedi alcuni animali, il numero iniziale va aumentato del numero di animali che
si prevede di sacrificare prima del completamento dello studio. In base alle precedenti conoscenze sulla
sostanza chimica o su una sostanza analoga, occorre valutare la possibilità di includere un ulteriore gruppo
satellite di dieci animali (cinque per sesso) nel gruppo di controllo e in quello trattato col livello di dose più
elevato, allo scopo di osservare, dopo il periodo di trattamento, la reversibilità o la persistenza di eventuali
effetti tossici. La durata di tale periodo post-trattamento va stabilita adeguatamente tenendo conto degli effetti
osservati.

1.4.3.3. Livelli di dose

Occorre utilizzare almeno tre livelli di dose e un controllo concomitante, tranne quando si esegue un test
limite (cfr. 1.4.3.4). I livelli di dose possono essere basati sui risultati di precedenti studi con dosi ripetute o di
definizione del range e devono tenere conto dei dati tossicologici e tossicocinetici esistenti relativi alla sostanza
in esame o a materiali analoghi. A meno che non sia limitato dalla natura fisico-chimica o dagli effetti biolo-
gici della sostanza in esame, il livello di dose più elevato va scelto con l'obiettivo di indurre tossicità, senza
provocare il decesso o gravi sofferenze agli animali. Occorre scegliere una sequenza decrescente dei livelli di
dose per poter eventualmente dimostrare la correlazione dosaggio/risposta e un NOAEL al livello di dose più
basso. In genere, per definire i livelli decrescenti di dose si consiglia l'impiego di intervalli multipli di un
numero compreso fra due e quattro e, spesso, l'aggiunta di un quarto gruppo sperimentale è preferibile all'uso
di intervalli molto ampi (ad esempio, più di un fattore di circa 6-10) fra i dosaggi.

Il gruppo di controllo deve essere non trattato oppure, se per somministrare la sostanza di prova si impiega
un veicolo, trattato solo con il veicolo. Salvo il trattamento con la sostanza in esame, gli animali del gruppo di
controllo vanno manipolati esattamente come quelli dei gruppi sperimentali. Se si utilizza un veicolo, il
gruppo di controllo deve riceverne il volume più elevato somministrato. Se la sostanza di prova viene sommi-
nistrata con la dieta e concorre a ridurre l'assunzione di cibo da parte degli animali, per distinguere fra la ridu-
zione dovuta a questo fatto e quella determinata dalle alterazioni tossicologiche può essere utile un gruppo di
controllo pair-fed.

Occorre tenere conto delle seguenti caratteristiche del veicolo e di eventuali altri additivi: effetti su assorbi-
mento, distribuzione, metabolismo o ritenzione della sostanza di prova; effetti sulle proprietà chimiche della
sostanza di prova che potrebbero alterarne le caratteristiche tossiche; effetti sul consumo di cibo o di acqua o
sulle condizioni nutrizionali degli animali.

1.4.3.4. Test limite

Se, impiegando la procedura descritta per il presente studio, un test a un livello di dose equivalente ad almeno
1 000 mg/kg di peso corporeo/die non produce effetti avversi e se, sulla base dei dati relativi a sostanze strut-
turalmente affini non si prevede tossicità, ci si può esimere dal condurre uno studio completo con tre livelli di
dose. Il test limite non si applica quando l'esposizione di soggetti umani indica la necessità di utilizzare un
livello di dose più elevato.
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1.5. PROCEDURA

1.5.1. Somministrazione delle dosi

Le dosi della sostanza in esame devono essere somministrate quotidianamente, sette giorni alla settimana, per
90 giorni. Occorre giustificare la scelta di eventuali altri regimi di dosaggio (ad esempio cinque giorni alla set-
timana). Se si utilizza una sonda gastrica o una cannula per intubazione, la somministrazione deve avvenire in
dose unica. Il volume massimo di liquido somministrabile ogni volta dipende dalle dimensioni dell'animale
sperimentale, ma non deve superare 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne in caso di soluzioni acquose per le
quali si possono usare 2 ml/100 g di peso corporeo. Ad eccezione delle sostanze irritanti o corrosive, che in
genere producono effetti più forti a concentrazioni più elevate, occorre ridurre al minimo la variabilità del
volume da somministrare regolando la concentrazione in modo da mantenere il volume costante a tutti i livelli
di dose.

Per le sostanze somministrate con la dieta o l'acqua di abbeveraggio è importante impedire che la quantità
della sostanza in esame interferisca con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. Quando la
sostanza in esame viene somministrata nella dieta si possono usare sia una concentrazione dietetica costante
(ppm), sia un livello di dose costante in termini di peso corporeo dell'animale ed occorre motivare l'opzione
scelta. Se si utilizza invece l'alimentazione forzata con sonda gastrica, la dose va somministrata ogni giorno
più o meno alla stessa ora, regolandola adeguatamente per mantenere la dose a un livello costante rispetto al
peso corporeo dell'animale. Se lo studio sul periodo di 90 giorni è preliminare ad uno studio sulla tossicità
cronica a lungo termine, occorre utilizzare una dieta simile in entrambi.

1.5.2. Osservazioni

Il periodo di osservazione deve essere di almeno 90 giorni. Gli animali del gruppo satellite destinato a osserva-
zioni di follow-up non vanno trattati per un periodo adeguato, allo scopo di individuare la persistenza o la
remissione degli effetti tossici.

Le osservazioni cliniche vanno effettuate almeno una volta al giorno, preferibilmente alla/e stessa/e ora/e,
tenendo conto del periodo di picco degli effetti previsti dopo la somministrazione. Occorre registrare le condi-
zioni cliniche degli animali. Per identificare segni di morbilità e mortalità tutti gli animali vanno osservati
almeno due volte al giorno, in genere all'inizio e alla fine della giornata.

Tutti gli animali vanno sottoposti a dettagliate osservazioni cliniche almeno una volta prima della prima espo-
sizione (per consentire il confronto all'interno dei gruppi di soggetti) e, successivamente, una volta alla setti-
mana. Le osservazioni vanno eseguite fuori dalla gabbia di stabulazione, preferibilmente in un ambiente stan-
dard e sempre all'incirca allo stesso orario. Occorre registrare con cura le osservazioni, preferibilmente usando
sistemi di punteggio statistico definiti appositamente dal laboratorio che esegue l'esperimento. Occorre adot-
tare ogni misura per ridurre al minimo le variazioni delle condizioni di osservazione. I segni da osservare sono
almeno i seguenti: cambiamenti a livello cutaneo, del pelo, degli occhi e delle mucose, presenza di secrezioni
ed escrezioni e attività neurovegetativa (ad esempio lacrimazione, piloerezione, reazioni pupillari, alterazioni
della respirazione). Vanno inoltre registrati cambiamenti dell'andatura, della postura e della risposta alla mani-
polazione, nonché la presenza di movimenti tonici o clonici, stereotipie (ad esempio tendenza a pulirsi
eccessivamente, a girare in cerchio) e comportamenti insoliti (ad esempio automutilazione, deambulazione a
ritroso) (1).

Prima della somministrazione della sostanza in esame e a conclusione dello studio occorre eseguire un esame
oftalmologico, mediante un oftalmoscopio o analogo dispositivo idoneo, preferibilmente su tutti gli animali o
comunque almeno sul gruppo a cui viene somministrata la dose più elevata e sui controlli. Se si riscontrano
alterazioni degli occhi è necessario esaminare tutti gli animali.

Verso la fine del periodo di esposizione e comunque non prima della 11a settimana si valutano i seguenti
parametri: reattività sensoriale a stimoli di vario tipo (1) (ad esempio stimoli uditivi, visivi e propriocettivi) (2),
(3), (4), forza di presa (5) e attività motoria (6). Ulteriori particolari sulle procedure ammesse si trovano nei
rispettivi riferimenti bibliografici, ma sono comunque accettabili procedure alternative.

Le osservazioni funzionali da effettuare verso la fine dello studio possono essere omesse se sono disponibili
dati a questo riguardo derivati da altri studi e se le osservazioni cliniche quotidiane non hanno rivelato deficit
funzionali.

Eccezionalmente è possibile omettere le osservazioni funzionali anche per i gruppi che evidenzino comunque
segni di tossicità tale da interferire in modo significativo con l'esecuzione dei test di funzionalità.
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1.5.2.1. Peso corporeo e assunzione di cibo/acqua

Tutti gli animali vanno pesati almeno una volta alla settimana. La misurazione del consumo di cibo va eseguita
almeno con cadenza settimanale. Se la sostanza in esame viene somministrata con l'acqua di abbeveraggio,
anche il consumo di acqua va misurato almeno a cadenza settimanale. È utile tener conto del consumo di
acqua anche negli studi con somministrazione mediante dieta o sonda gastrica perché potrebbe risultare
alterato.

1.5.2.2. Ematologia e biochimica clinica

Occorre prelevare campioni di sangue da un sito specifico e conservarli, se opportuno, in condizioni adeguate.
Alla fine del test si raccolgono campioni di sangue subito prima o nel corso della procedura di soppressione
degli animali.

I seguenti esami ematologici vanno eseguiti sui campioni prelevati alla fine e nel corso del test: ematocrito,
concentrazione di emoglobina, conta degli eritrociti, conta totale e differenziale dei leucociti, conta delle pia-
strine e misurazione del potenziale di coagulazione (tempo).

Le determinazioni di biochimica clinica per lo studio degli effetti tossici gravi sui tessuti e, più specificata-
mente, degli effetti su reni e fegato, vanno condotte su campioni di sangue prelevati da ciascun animale subito
prima o nel corso della procedura di soppressione degli animali (salvo gli esemplari moribondi e/o sacrificati
nel frattempo). Analogamente agli esami ematologici, si possono raccogliere campioni di sangue a intervalli
intermedi per eseguire test di biochimica clinica. Si raccomanda di lasciare gli animali a digiuno la notte prece-
dente la raccolta dei campioni (1). Le determinazioni, nel plasma o nel siero, devono comprendere sodio,
potassio, glucosio, colesterolo totale, urea, azoto ureico, creatinina, proteine totali e albumina, ed almeno tre
enzimi indicativi degli effetti epatocellulari (ad esempio alanina aminotransferasi, aspartato aminotransferasi,
fosfatasi alcalina, gamma-glutamil-transpeptidasi e deidrogenasi del sorbitolo). Possono essere aggiunte anche
misurazioni di altri enzimi (epatici o di altra origine) e degli acidi biliari, che in alcune circostanze possono
fornire utili informazioni.

A scelta, nel corso dell'ultima settimana di studio, è possibile eseguire le seguenti analisi delle urine, raccolte in
tempi prestabiliti: aspetto, volume, osmolalità o densità relativa, pH, proteine, glucosio e sangue/cellule emati-
che.

È inoltre necessario considerare la possibilità di condurre studi sui marker sierologici dei danni generici ai tes-
suti. Altre determinazioni da eseguire se le proprietà note della sostanza possono, o si sospetta che possano,
influire sui profili metabolici sono calcio, fosforo, trigliceridi a digiuno, ormoni specifici, metaemoglobina e
colinesterasi. Queste determinazioni vanno effettuate per alcune classi di sostanze chimiche oppure caso per
caso.

Nel complesso è necessario adottare un approccio flessibile in funzione delle specie e dell'effetto osservato e/o
previsto relativo ad una data sostanza.

Non disponendo di sufficienti dati pregressi occorre valutare se sia necessario determinare le variabili ematolo-
giche e di biochimica clinica prima della somministrazione; in generale non è raccomandabile che tali dati
siano generati prima del trattamento (7).

1.5.2.3. Necroscopia macroscopica

Tutti gli animali dello studio vanno sottoposti a completa e dettagliata necroscopia macroscopica che com-
prende un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavità cranica, toracica e
addominale e del loro contenuto. Fegato, reni, ghiandole surrenali, testicoli, epididimi, utero, ovaie, timo,
milza, cervello e cuore di tutti gli animali (tranne quelli trovati moribondi e/o sacrificati nel frattempo) vanno
opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati umidi immediatamente dopo la dissezione, per
evitare l'essiccamento.

(1) Per svariate misurazioni del siero e del plasma, e soprattutto per il glucosio, sarebbe preferibile mantenere il digiuno per tutta la
notte. Il motivo principale è che l'aumento della variabilità dovuto inevitabilmente al mancato digiuno tenderebbe a mascherare
effetti meno evidenti rendendo più difficile l'interpretazione. D'altro lato, però, il digiuno notturno può interferire con il metabolismo
generale degli animali e, soprattutto negli studi sull'alimentazione, può incidere sull'esposizione quotidiana alla sostanza in esame. Se
si adotta il digiuno notturno le osservazioni biochimiche cliniche vanno eseguite dopo le osservazioni funzionali.
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I seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione più adatto, sia per il tipo di tessuto, sia per il suc-
cessivo esame istopatologico che si intende effettuare: tutte le lesioni macroscopiche, cervello (porzioni rappre-
sentative comprendenti cervello, cervelletto, bulbo e/o ponte), midollo spinale (a tre livelli: cervicale, medioto-
racico e lombare), ghiandola pituitaria, tiroide, paratiroide, timo, esofago, ghiandole salivari, stomaco, intestino
tenue e crasso (comprese le placche di Peyer), fegato, pancreas, reni, ghiandole surrenali, milza, cuore, trachea
e polmoni (conservati con dilatazione e poi immersione in fissativo), aorta, gonadi, utero, annessi, ghiandola
mammaria delle femmine, prostata, vescica, cistifellea (topo), linfonodi (preferibilmente un linfonodo interes-
sato dalla via di somministrazione e un altro distante dalla via di somministrazione per coprire gli effetti siste-
mici), un nervo periferico (sciatico o tibiale) preferibilmente in prossimità del muscolo, una sezione di midollo
osseo (e/o un aspirato di midollo osseo fresco), cute e occhi (se gli esami oftalmologici hanno evidenziato alte-
razioni). I reperti clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessità di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre
conservati tutti gli organi considerati organi bersaglio in base alle proprietà note della sostanza in esame.

1.5.2.4. Esame istopatologico

Gli organi e i tessuti conservati di tutti gli animali del gruppo di controllo e del gruppo che riceve la dose più
elevata vanno sottoposti a esame istopatologico completo. Si procede a questi esami anche sugli animali degli
altri gruppi se nel gruppo a cui viene somministrata la dose più elevata si osservano alterazioni correlate al
trattamento.

Vanno esaminate tutte le lesioni macroscopiche.

Quando si utilizza un gruppo satellite l'esame istopatologico va eseguito sui tessuti e sugli organi per i quali
sono stati osservati effetti nei gruppi trattati.

2. DATI E RELAZIONE

2.1. DATI

I dati devono essere forniti separatamente per ogni soggetto. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabelle che indichino per ogni gruppo sperimentale il numero di animali presenti all'inizio della prova, il
numero di animali trovati morti durante il test o sacrificati per motivi umanitari e il momento di tutti i decessi
o soppressioni, il numero di animali che presentano segni di tossicità, una descrizione dei segni di tossicità
osservati, quali momento dell'esordio, durata e gravità di tutti gli effetti tossici, il numero di animali che pre-
sentano lesioni, il tipo di lesioni e la percentuale di animali rapportata al tipo di lesione.

I risultati numerici vanno valutati mediante un metodo statistico adeguato e generalmente accettabile. I metodi
statistici e i dati da analizzare vanno scelti già in sede di determinazione del disegno sperimentale.

2.2. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere le seguenti informazioni:

2.2.1. Sostanza di prova:

� natura fisica, purezza e proprietà fisico-chimiche,

� dati identificativi,

� veicolo (se utilizzato): motivazione per la scelta del veicolo, se diverso dall'acqua.

2.2.2. Specie di prova:

� specie e ceppo usati,

� numero, età e sesso degli animali,
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� origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.,

� peso dei singoli animali all'inizio del test.

2.2.3. Condizioni di esecuzione del test

� motivo della scelta del livello di dose,

� dettagli sulla formulazione della sostanza in esame/preparazione dietetica, sulla concentrazione ottenuta,
sulla stabilità e l'omogeneità della preparazione,

� dettagli sulla somministrazione della sostanza in esame,

� dosi effettive (mg/kg di peso corporeo/die) e fattore di conversione dalla concentrazione della sostanza di
prova nella dieta/acqua di abbeveraggio (ppm) alla dose effettiva, se del caso,

� particolari sulla qualità del cibo e dell'acqua.

2.2.4. Risultati:

� peso corporeo e cambiamenti del peso corporeo,

� assunzione di cibo ed eventualmente di acqua,

� dati sulla risposta tossica per sesso e livello di dose, compresi i segni di tossicità,

� natura, gravità e durata delle osservazioni cliniche (reversibili o meno),

� risultati dell'esame oftalmologico,

� valutazioni di attività sensoriale, forza di presa e attività motoria (se disponibili),

� test ematologici con i relativi valori basali,

� test biochimici clinici con i relativi valori basali,

� peso corporeo terminale, peso degli organi e rapporti tra peso degli organi e peso corporeo,

� risultati della necroscopia,

� descrizione dettagliata di tutti i reperti istopatologici,

� dati sull'assorbimento, se disponibili,

� elaborazione statistica dei risultati, se del caso,

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 5E

B.27. TEST DI TOSSICITÀ ORALE SUBCRONICA

STUDIO DELLA TOSSICITÀ ORALE CON SOMMINISTRAZIONE RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNI SUI
NON RODITORI

1. METODO

Questo metodo di tossicità orale subcronica corrisponde al TG 409 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Nella valutazione e nel giudizio delle caratteristiche tossiche di una sostanza chimica è possibile determinare
la tossicità orale subcronica con dosi ripetute dopo aver ottenuto dati preliminari sulla tossicità mediante
test di tossicità acuta o con dosi ripetute per 28 giorni. Lo studio di 90 giorni fornisce informazioni sui pos-
sibili rischi per la salute che potrebbero derivare dall'esposizione ripetuta in un periodo di rapida crescita,
fino alla giovane età adulta. Con questo studio si otterranno dati sui principali effetti tossici, sugli organi
bersaglio e sulla possibilità di accumulo, mediante i quali si potrà stimare il livello di esposizione al quale
non si osservano effetti avversi che può essere utilizzato per scegliere i livelli delle dosi per gli studi cronici
e per definire i criteri di sicurezza relativi all'esposizione di soggetti umani.

Il metodo di test consente di identificare gli effetti avversi dell'esposizione a sostanze chimiche in specie di
non roditori e va usato solo:

� nei casi in cui gli effetti osservati in altri studi indichino la necessità di procedere ad un chiarimento o
ad una caratterizzazione in un secondo test su specie di non roditori, oppure

� nei casi in cui gli studi tossicocinetici indichino che sia meglio utilizzare una particolare specie di non
roditori, oppure

� nei casi in cui altri motivi specifici giustifichino l'uso di una specie di non roditori.

Cfr. anche Introduzione generale, parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Dose: quantità della sostanza di prova somministrata. La dose si esprime in termini di peso (g, mg) o di
peso della sostanza in esame per unità di peso dell'animale sperimentale (ad esempio mg/kg), oppure in ter-
mini di concentrazioni dietetiche costanti (ppm).

Dosaggio: termine generico che comprende la dose, la frequenza e la durata della somministrazione.

NOAEL: abbreviazione di «no observed adverse effect level» (livello al quale non si osservano effetti dan-
nosi): il più alto livello di dose a cui non si osservano effetti avversi correlati al trattamento.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO UTILIZZATO

Ogni giorno, per un periodo di 90 giorni, si somministra per via orale la sostanza in esame in dosi crescenti
a vari gruppi di animali da esperimento, laddove ad ogni gruppo corrisponde un determinato livello di dose.
Durante il periodo di somministrazione si tengono gli animali sotto attenta osservazione per individuare
eventuali segni di tossicità. Gli animali che muoiono o vengono sacrificati durante il test sono sottoposti a
esame necroscopico e, a conclusione del test, anche gli animali sopravvissuti vengono sacrificati e sottoposti
a esame necroscopico.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.4.1. Selezione delle specie di animali

La specie di non roditori comunemente utilizzata è il cane, preferibilmente di razza definita; spesso si uti-
lizza la razza beagle. è possibile utilizzare anche altre specie, come il maiale, il mini-pig ed altri. Si racco-
manda di non utilizzare primati, la cui scelta va motivata. Si utilizzano animali giovani e sani e, nel caso
del cane, la somministrazione deve iniziare preferibilmente a 4-6 mesi e comunque entro il 9° mese di vita.
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Per gli studi preliminari a studi della tossicità cronica a lungo termine, è necessario usare la stessa specie o
la stessa razza in entrambi gli studi.

1.4.2. Preparazione degli animali

Si utilizzano solo animali sani e giovani che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio e non siano
stati sottoposti a precedenti procedure sperimentali. La durata dell'acclimatazione dipende dalla specie sele-
zionata per il test e dalla sua origine. Si raccomanda un periodo di almeno 5 giorni per cani o maiali di
una colonia residente allevati a scopo sperimentale, e di almeno 2 settimane per gli stessi animali prove-
nienti da fonti esterne. Gli animali sperimentali vanno caratterizzati per specie, ceppo, origine, sesso, peso
e/o età. L'assegnazione degli animali al gruppo di controllo e di trattamento avviene mediante randomizza-
zione. Le gabbie vanno disposte in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione.
A ogni animale deve essere assegnato un numero di identificazione esclusivo.

1.4.3. Preparazione delle dosi

La sostanza in esame può essere somministrata nella dieta o nell'acqua di abbeveraggio, mediante sonda
gastrica o in capsule. Il metodo di somministrazione orale dipende dallo scopo dello studio e dalle caratte-
ristiche fisico-chimiche del materiale in esame.

Se necessario, la sostanza di prova viene disciolta o posta in sospensione in un veicolo adeguato. Dove pos-
sibile, si raccomanda di prendere anzitutto in considerazione la possibilità di utilizzare una soluzione/
sospensione acquosa, indi una soluzione/emulsione in olio (ad esempio olio di mais) e infine una soluzione
in altri veicoli. Se si usano veicoli diversi dall'acqua è necessario conoscerne le caratteristiche tossiche.
Occorre determinare inoltre la stabilità della sostanza di prova nelle condizioni di somministrazione.

1.5. PROCEDURA

1.5.1. Numero e sesso degli animali

Per ciascun livello di dose vanno usati almeno otto animali (quattro femmine e quattro maschi). Qualora si
preveda di sacrificare a intervalli intermedi alcuni animali, il numero va aumentato del numero di animali
che si prevede di sacrificare prima del completamento dello studio. Il numero di animali al termine dello
studio deve essere tale da consentire di effettuare una valutazione significativa degli effetti tossici. In base
alle precedenti conoscenze sulla sostanza chimica o su una sostanza analoga, occorre valutare la possibilità
di includere un ulteriore gruppo satellite di otto animali (quattro per sesso) nel gruppo di controllo e in
quello trattato col livello di dose più elevato, allo scopo di osservare, dopo il periodo di trattamento, la
reversibilità o la persistenza di eventuali effetti tossici. La durata di tale periodo post-trattamento va stabilita
adeguatamente tenendo conto degli effetti osservati.

1.5.2. Dosaggio

Occorre utilizzare almeno tre livelli di dose e un controllo concomitante, tranne quando si esegue un test
limite (cfr. 1.5.3). I livelli di dose possono essere basati sui risultati di precedenti studi con dosi ripetute o di
definizione del range e devono tenere conto dei dati tossicologici e tossicocinetici esistenti disponibili rela-
tivi al composto in esame o a materiali analoghi. A meno che non sia limitato dalla natura fisico-chimica o
dagli effetti biologici della sostanza in esame, il livello di dose più elevato va scelto con l'obiettivo di indurre
tossicità, senza provocare il decesso o arrecare gravi sofferenze. Occorre scegliere una sequenza decrescente
dei livelli di dose per poter eventualmente dimostrare la correlazione dosaggio/risposta e un NOAEL al
livello di dose più basso. In genere, per definire i livelli decrescenti di dose è ottimale l'impiego di intervalli
multipli di un numero compreso fra due e quattro e, spesso, l'aggiunta di un quarto gruppo sperimentale è
preferibile all'uso di intervalli molto ampi (ad esempio, più di un fattore di circa 6-10) fra i dosaggi.

Il gruppo di controllo deve essere non trattato oppure, se per somministrare la sostanza di prova si impiega
un veicolo, trattato solo con il veicolo. Salvo il trattamento con la sostanza in esame, gli animali del gruppo
di controllo vanno manipolati esattamente come quelli dei gruppi sperimentali. Se si utilizza un veicolo, il
gruppo di controllo deve riceverne il volume più elevato somministrato. Se la sostanza di prova viene som-
ministrata con la dieta e concorre a ridurre l'assunzione di cibo da parte degli animali, per distinguere fra la
riduzione dovuta a questo fatto e quella determinata dalle alterazioni tossicologiche può essere utile un
gruppo di controllo pair-fed.
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Occorre tenere conto delle seguenti caratteristiche del veicolo e di eventuali altri additivi: effetti su assorbi-
mento, distribuzione, metabolismo o ritenzione della sostanza di prova; effetti sulle proprietà chimiche della
sostanza di prova che potrebbero alterarne le caratteristiche tossiche; effetti sul consumo di cibo o di acqua
o sulle condizioni nutrizionali degli animali.

1.5.3. Test limite

Se, impiegando la procedura descritta per il presente studio, un test a un livello di dose equivalente ad
almeno 1 000 mg/kg di peso corporeo/die non produce effetti avversi e se, sulla base dei dati relativi a
sostanze strutturalmente affini, non si prevede tossicità, ci si può esimere dal condurre uno studio completo
con tre livelli di dose. Il test limite non si applica quando l'esposizione di soggetti umani indica la necessità
di utilizzare un livello di dose più elevato.

1.5.4. Somministrazione delle dosi

Le dosi della sostanza in esame devono essere amministrate quotidianamente, sette giorni alla settimana, per
90 giorni. Occorre giustificare la scelta di eventuali altri regimi di dosaggio (ad esempio cinque giorni alla
settimana). Se si utilizza una sonda gastrica o una cannula per intubazione, la somministrazione deve avve-
nire in dose unica. Il volume massimo di liquido somministrabile ogni volta dipende dalle dimensioni
dell'animale sperimentale e di norma va mantenuto al minimo possibile. Ad eccezione delle sostanze irri-
tanti o corrosive, che in genere producono effetti più forti a concentrazioni più elevate, occorre ridurre al
minimo la variabilità del volume da somministrare regolando la concentrazione in modo da mantenere il
volume costante a tutti i livelli di dose.

Per le sostanze somministrate con la dieta o l'acqua di abbeveraggio è importante impedire che le quantità
della sostanza in esame interferiscano con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi.
Quando la sostanza in esame viene somministrata nella dieta si possono usare sia una concentrazione diete-
tica costante (ppm), sia un livello di dose costante in termini di peso corporeo dell'animale ed occorre moti-
vare l'opzione scelta. Se si utilizza invece l'alimentazione forzata mediante sonda gastrica o se si sommini-
strano capsule, la dose va somministrata ogni giorno più o meno alla stessa ora, regolandola adeguatamente
per mantenere la dose a un livello costante rispetto al peso corporeo dell'animale. Se lo studio sul periodo
di 90 giorni è preliminare ad uno studio sulla tossicità cronica a lungo termine, occorre utilizzare una dieta
simile in entrambi.

1.5.5. Osservazioni

Il periodo di osservazione deve essere di almeno 90 giorni. Gli animali del gruppo satellite destinato a osser-
vazioni di follow-up non vanno trattati per un periodo adeguato, allo scopo di individuare la persistenza o
la remissione degli effetti tossici.

Le osservazioni cliniche vanno effettuate almeno una volta al giorno, preferibilmente alla/e stessa/e ora/e,
tenendo conto del periodo di picco degli effetti previsti dopo la somministrazione. Occorre registrare le
condizioni cliniche degli animali. Per identificare segni di morbilità e mortalità tutti gli animali vanno osser-
vati almeno due volte al giorno, in genere all'inizio e alla fine della giornata.

Tutti gli animali vanno sottoposti a dettagliate osservazioni cliniche almeno una volta prima della prima
esposizione (per consentire il confronto all'interno dei gruppi di soggetti) e, successivamente, una volta alla
settimana. Le osservazioni vanno eseguite, se fattibile, fuori dalla gabbia di stabulazione, preferibilmente in
un ambiente standard e sempre all'incirca allo stesso orario. Occorre adottare ogni misura per ridurre al
minimo le variazioni delle condizioni di osservazione. I segni di tossicità, compresi il momento dell'esordio,
il grado e la durata, vanno accuratamente registrati. I segni da osservare sono almeno i seguenti: cambia-
menti a livello cutaneo, del pelo, degli occhi e delle mucose, presenza di secrezioni ed escrezioni e attività
neurovegetativa (ad esempio lacrimazione, piloerezione, reazioni pupillari, alterazioni della respirazione).
Vanno inoltre registrati cambiamenti dell'andatura, della postura e della risposta alla manipolazione, nonché
la presenza di movimenti tonici o clonici, stereotipie (ad esempio tendenza a pulirsi eccessivamente, a girare
in cerchio) e qualsiasi comportamento insolito.

Prima della somministrazione della sostanza in esame e a conclusione dello studio occorre eseguire un
esame oftalmologico, mediante un oftalmoscopio o analogo dispositivo idoneo, preferibilmente su tutti gli
animali o comunque almeno sul gruppo a cui viene somministrata la dose più elevata e sui controlli. Se si
riscontrano alterazioni degli occhi correlate al trattamento è necessario esaminare tutti gli animali.
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1.5.5.1. Peso corporeo e assunzione di cibo/acqua

Tutti gli animali vanno pesati almeno una volta alla settimana. La misurazione del consumo di cibo va ese-
guita almeno con cadenza settimanale. Se la sostanza in esame viene somministrata con l'acqua di abbeve-
raggio, anche il consumo di acqua va misurato almeno con cadenza settimanale. È utile tener conto del con-
sumo di acqua anche negli studi con somministrazione mediante dieta o sonda gastrica perché potrebbe
risultare alterato.

1.5.5.2. Ematologia e biochimica clinica

Occorre prelevare campioni di sangue da un sito specifico e conservarli, se opportuno, in condizioni ade-
guate. Alla fine del test si raccolgono campioni di sangue subito prima o nel corso della procedura di sop-
pressione degli animali.

Gli esami ematologici, compresi ematocrito, concentrazione di emoglobina, conta degli eritrociti, conta
totale e differenziale dei leucociti, conta delle piastrine e una misurazione del potenziale di coagulazione
scelta tra tempo di coagulazione, tempo di protrombina o tempo di tromboplastina, vanno eseguiti all'inizio
dello studio e successivamente a intervalli mensili o a metà del periodo di test e infine alla conclusione del
test.

Le determinazioni biochimiche cliniche per lo studio degli effetti tossici gravi sui tessuti e, specificamente,
gli effetti su reni e fegato, vanno condotte su campioni di sangue prelevati da tutti gli animali all'inizio dello
studio, poi a intervalli mensili o a metà del test, e infine a conclusione del periodo di test. Gli elementi da
valutare sono l'equilibrio elettrolitico, il metabolismo dei carboidrati e la funzionalità epatica e renale. La
scelta di test specifici sarà influenzata dalle osservazioni sulla modalità di azione della sostanza di prova.
Prima della raccolta dei campioni di sangue, gli animali vanno lasciati a digiuno per un periodo adeguato
alla specie. Si consiglia di determinare calcio, fosforo, cloruro, sodio, potassio, glucosio a digiuno, alanina
aminotransferasi, aspartato aminotransferasi, ornitindecarbossilasi, gamma-glutamil-transpeptidasi, azoto
ureico, albumina, creatininemia, bilirubina totale e proteine sieriche totali.

L'analisi delle urine va effettuata almeno all'inizio dello studio e successivamente a metà e alla conclusione,
raccogliendo le urine in tempi prestabiliti. Le determinazioni da effettuare comprendono aspetto, volume,
osmolalità o densità relativa, pH, proteine, glucosio e sangue/cellule ematiche. Se necessario, per ampliare lo
studio dell'effetto o degli effetti osservato/i è possibile impiegare ulteriori parametri.

È inoltre necessario considerare la possibilità di condurre studi sui marker dei danni generici ai tessuti. Altre
determinazioni che possono rendersi necessarie per un'adeguata valutazione tossicologica comprendono le
analisi dei lipidi, degli ormoni, equilibrio acidi/basi, metaemoglobina e inibizione della colinesterasi. Se
necessario, per ampliare lo studio degli effetti osservati è possibile effettuare ulteriori esami biochimici
clinici. Queste determinazioni vanno effettuate per alcune classi di sostanze chimiche oppure caso per caso.

Nel complesso è necessario adottare un approccio flessibile, in funzione delle specie e dell'effetto osservato
e/o previsto relativo ad una data sostanza.

1.5.5.3. Necroscopia macroscopica

Tutti gli animali dello studio vanno sottoposti a completa e dettagliata necroscopia macroscopica che com-
prende un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavità cranica, toracica
e addominale e del loro contenuto. Fegato (compresa la cistifellea), reni, ghiandole surrenali, testicoli, epidi-
dimi, ovaie, utero, tiroide (con paratiroidi), timo, milza, cervello e cuore di tutti gli animali (tranne quelli
trovati moribondi e/o sacrificati nel frattempo) vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti
e pesati umidi immediatamente dopo la dissezione, per evitare l'essiccamento.

I seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione più adatto, sia per il tipo di tessuto, sia per il
successivo esame istopatologico che si intende effettuare: tutte le lesioni macroscopiche, cervello (porzioni
rappresentative comprendenti cervello, cervelletto, bulbo e/o ponte), midollo spinale (a tre livelli: cervicale,
mediotoracico e lombare), ghiandola pituitaria, occhi, tiroide, paratiroide, timo, esofago, ghiandole salivari,
stomaco, intestino tenue e crasso (comprese le placche di Peyer), fegato, cistifellea, pancreas, reni, ghiandole
surrenali, milza, cuore, trachea e polmoni, aorta, gonadi, utero, annessi, ghiandola mammaria delle fem-
mine, prostata, vescica, linfonodi (preferibilmente un linfonodo interessato dalla via di somministrazione e
un altro distante dalla via di somministrazione per coprire gli effetti sistemici), un nervo periferico (sciatico
o tibiale) preferibilmente in prossimità del muscolo, una sezione di midollo osseo (e/o un aspirato di
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midollo osseo fresco) e cute. I reperti clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessità di esaminare
altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli organi considerati organi bersaglio in base alle proprietà note
della sostanza in esame.

1.5.5.4. Esame istopatologico

Vanno sottoposti a esame istopatologico completo gli organi e i tessuti conservati di almeno tutti gli animali
del gruppo di controllo e del gruppo che riceve la dose più elevata. Si procede a questo esame anche sugli
animali degli altri gruppi qualora nel gruppo a cui viene somministrata la dose più elevata si osservano alte-
razioni correlate al trattamento.

Vanno esaminate tutte le lesioni macroscopiche.

Quando si utilizza un gruppo satellite l'esame istopatologico va eseguito sui tessuti e sugli organi per i quali
sono stati osservati effetti nei gruppi trattati.

2. DATI E RELAZIONE

2.1. DATI

I dati devono essere forniti separatamente per ogni soggetto. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma
di tabelle che indichino per ogni gruppo sperimentale il numero di animali presenti all'inizio della prova, il
numero di animali trovati morti durante il test o sacrificati per motivi umanitari e il momento di tutti i
decessi/soppressioni, il numero di animali che presentano segni di tossicità, una descrizione dei segni di tos-
sicità osservati, quali momento dell'esordio, durata e gravità di tutti gli effetti tossici, il numero di animali
che presentano lesioni, il tipo di lesioni e la percentuale di animali rapportata al tipo di lesione.

I risultati numerici vanno valutati mediante un metodo statistico adeguato e generalmente accettabile. I
metodi statistici e i dati da analizzare vanno scelti già in sede di determinazione del disegno sperimentale.

2.2. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere le seguenti informazioni:

2.2.1. Sostanza di prova:

� natura fisica, purezza e proprietà fisico-chimiche,

� dati identificativi,

� veicolo (se utilizzato): motivazione per la scelta del veicolo, se diverso dall'acqua.

2.2.2. Specie di prova:

� specie e ceppo usati,

� numero, età e sesso degli animali,

� origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.,

� peso dei singoli animali all'inizio del test.

2.2.3. Condizioni di esecuzione del test:

� motivo della scelta del livello di dose,

� dettagli sulla formulazione della sostanza in esame/preparazione dietetica, sulla concentrazione ottenuta,
sulla stabilità e l'omogeneità della preparazione,
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� dettagli sulla somministrazione della sostanza in esame,

� dosi effettive (mg/kg di peso corporeo/die) e fattore di conversione dalla concentrazione della sostanza
di prova nella dieta/acqua di abbeveraggio (ppm) alla dose effettiva, se del caso,

� particolari sulla qualità del cibo e dell'acqua.

2.2.4. Risultati:

� peso corporeo/cambiamenti del peso corporeo,

� assunzione di cibo, ed eventualmente di acqua,

� dati sulla risposta tossica per sesso e livello di dose, compresi segni di tossicità,

� natura, gravità e durata delle osservazioni cliniche (reversibili o meno),

� esame oftalmologico,

� test ematologici con i relativi valori basali,

� test biochimici clinici con i relativi valori basali,

� peso corporeo terminale, peso degli organi e rapporti tra peso degli organi e peso corporeo,

� risultati della necroscopia,

� descrizione dettagliata di tutti i reperti istopatologici,

� dati sull'assorbimento, se disponibili,

� elaborazione statistica dei risultati, se del caso.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 5F

C.14. TEST SULLA CRESCITA DEI PESCI GIOVANI

1. METODO

Questo metodo di test di tossicità sulla crescita corrisponde al TG 215 (2000) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

L'obiettivo di questo test è valutare gli effetti dell'esposizione prolungata alle sostanze chimiche sulla crescita
dei pesci giovani. Il test si basa su un metodo, sviluppato e sottoposto ad esercizi di intercalibrazione (ring
test) (1) (3) all'interno dell'Unione europea, per valutare gli effetti delle sostanze chimiche sulla crescita di gio-
vani di trota iridea (Oncorynchus mykiss) in condizioni di flusso continuo. È possibile utilizzare anche altre
specie ben documentate. Per esempio, esistono esperienze di test sulla crescita con il danio zebrato (Danio
rerio) (2) (4) (5) e Oryzias latipes (6) (7) (8).

Cfr. anche Introduzione generale, parte C.

1.2. DEFINIZIONI

Minima concentrazione con effetto (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC): è la più bassa con-
centrazione testata di una sostanza in esame alla quale si osserva un effetto significativo (p < 0,05) rispetto alla
sostanza di controllo. Tuttavia, tutte le concentrazioni al di sopra della LOEC devono avere un effetto dannoso
uguale o superiore a quelli osservati alla LOEC.

Massima concentrazione senza effetto (No Observed Effect Concentration, NOEC): concentrazione di
prova immediatamente inferiore alla LOEC.

ECx: in questo metodo di test è la concentrazione della sostanza in esame che provoca una variazione x % nel
tasso di crescita dei pesci rispetto ai controlli.

Regime di carico: peso fresco dei pesci per volume di acqua.

Densità della popolazione: numero di pesci per volume di acqua.

Tasso di crescita specifico del singolo pesce: esprime il tasso di crescita di un individuo in base al suo peso
iniziale.

Tasso di crescita specifico medio della vasca: esprime il tasso di crescita medio della popolazione di una
vasca a una specifica concentrazione.

Tasso di crescita pseudo specifico: esprime il tasso di crescita di un individuo rispetto al peso iniziale medio
della popolazione della vasca.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI TEST

I pesci giovani in fase di crescita esponenziale vengono pesati e collocati in contenitori di prova e quindi espo-
sti a un intervallo di concentrazioni subletali della sostanza in esame disciolta in acqua, preferibilmente in con-
dizioni di flusso continuo o, ove non sia possibile, in adeguate condizioni semistatiche (statiche con rinnovo
del medium). La durata del test è di 28 giorni. I pesci sono alimentati quotidianamente. La razione di cibo è
basata sul peso iniziale dei pesci e può essere ricalcolata dopo 14 giorni. Al termine del test, i pesci vengono
nuovamente pesati. Gli effetti sui tassi di crescita vengono analizzati tramite un modello di regressione per sti-
mare la concentrazione che causerebbe una variazione x % del tasso di crescita, cioè ECx (ad esempio EC10,
EC20 o EC30). In alternativa, è possibile paragonare i dati con valori di controllo per determinare la minima
concentrazione con effetto LOEC) e di conseguenza la concentrazione senza effetto (NOEC).

1.4. INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

Dovrebbero essere disponibili i risultati di un test di tossicità acuta (cfr. metodo C.1) eseguito preferibilmente
sulle stesse specie scelte per il presente test. Occorre pertanto che siano note la solubilità in acqua e la ten-
sione di vapore della sostanza in esame e che sia disponibile un metodo analitico affidabile per la quantifica-
zione della sostanza nelle soluzioni di prova, di cui devono essere noti e riportati i dati relativi all'accuratezza
e al limite di rivelabilità.
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Le informazioni utili comprendono: formula di struttura, purezza della sostanza, stabilità in acqua e alla luce,
pKa, Pow e risultati di un test di biodegradabilità immediata (cfr. metodo C.4).

1.5. VALIDITÀ DEL TEST

Perché il test sia valido devono realizzarsi le seguenti condizioni:

� la mortalità del/i controllo/i non deve superare il 10 % alla fine del test,

� il peso medio dei pesci di controllo deve essere aumentato a sufficienza da consentire di individuare la
variazione minima del tasso di crescita considerata significativa. Un ring-test (3) ha dimostrato che, per la
trota iridea, il peso medio dei pesci controlli deve essere aumentato, nei 28 giorni, di almeno la metà
(50 %) del loro peso medio iniziale; ad esempio, peso iniziale:1 g/pesce (= 100 %), peso finale dopo 28
giorni: Å 1,5 g/pesce (Å 150 %),

� la concentrazione dell'ossigeno disciolto deve essere rimasta almeno al 60 % del valore di saturazione in
aria per tutta la durata del test,

� la temperatura dell'acqua non deve mai differire di oltre ± 1 °C fra i diversi contenitori, né fra i vari giorni
e dovrebbe essere mantenuta in un intervallo di 2 °C entro gli intervalli di temperatura specificati per la
specie utilizzata (appendice 1).

1.6. DESCRIZIONE DEL METODO

1.6.1. Apparecchiatura

Normale attrezzatura da laboratorio e in particolare:

a) misuratori dell'ossigeno e del pH,

b) attrezzatura per la determinazione della durezza e dell'alcalinità dell'acqua,

c) apparecchiatura adeguata per il controllo della temperatura e preferibilmente per il monitoraggio conti-
nuo,

d) vasche in materiale chimicamente inerte e di capacità adeguata in relazione al carico e alla densità di
popolazione raccomandati (cfr. sezione 1.8.5 e appendice 1),

e) bilancia sufficientemente precisa (precisione a ± 0,5 %).

1.6.2. Acqua

Per il test si può utilizzare qualunque tipo di acqua in cui la specie in esame dimostra di sopravvivere a lungo
termine e di crescere in modo adeguato. La qualità dell'acqua deve essere costante per tutta la durata del test.
Il pH deve essere compreso entro 6,5 e 8,5, ma nel corso di un dato test deve essere compreso entro un inter-
vallo di ± 0,5 unità di pH. Si raccomanda una durezza superiore a 140 mg/l (come CaCO3). Per evitare effetti
indesiderati dell'acqua di diluizione sui risultati del test (ad esempio per complessazione della sostanza in
esame), ad intervalli si dovrebbero prelevare campioni e analizzarli. La misura dei metalli pesanti (ad esempio
Cu, Pb, Zn, Hg, Cd e Ni), dei principali anioni e cationi (ad esempio Ca, Mg, Na, K, Cl e SO4), dei pesticidi (ad
esempio pesticidi organofosforati totali e organoclorurati totali), del carbonio organico totale e dei solidi in
sospensione va effettuata ad esempio ogni tre mesi, se l'acqua di diluizione è di qualità relativamente costante.
Se la qualità dell'acqua è risultata costante per almeno un anno, le determinazioni possono essere effettuate
con minore frequenza (ad esempio ogni sei mesi). Alcune caratteristiche chimiche di un'acqua di diluizione
accettabile sono elencate nell'appendice 2.

1.6.3. Soluzioni di prova

Le soluzioni di prova alle concentrazioni scelte vanno preparate per diluizione di una soluzione madre.

La soluzione madre deve essere di preferenza preparata semplicemente miscelando o agitando la sostanza di
prova nell'acqua di diluizione con mezzi meccanici (cioè agitazione o ultrasuoni). Per ottenere una concentra-
zione adeguata della soluzione madre si possono utilizzare colonne di saturazione (colonne di solubilità).

In alcuni casi può rendersi necessario l'utilizzo di solventi o disperdenti (agenti solubilizzanti) per ottenere una
soluzione madre di adeguata concentrazione. A tale scopo si prestano, ad esempio, solventi quali acetone, eta-
nolo, metanolo, dimetilsolfossido, dimetilformammide e glicole trietilenico o disperdenti quali Cremophor
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RH40, Tween 80, metilcellulosa 0,01 % e HCO-40. Quando si impiegano agenti a rapida biodegradabilità,
come l'acetone, e/o altamente volatili è necessario procedere con cautela, poiché potrebbero causare problemi
nelle prove a flusso continuo dovuti a sviluppo batterico Eventuali agenti solubilizzanti non devono avere
effetti significativi sulla crescita dei pesci, né effetti negativi visibili sui giovani; come deve risultare da un con-
trollo con solo solvente.

Per le prove a flusso continuo occorre un sistema che eroghi e diluisca in continuo una soluzione madre della
sostanza in esame (ad esempio una pompa dosatrice, un diluitore proporzionale, un sistema di saturazione)
per fornire alle camere di prova una serie di concentrazioni. Le portate di soluzione madre e acqua di dilui-
zione dovrebbero essere controllate a intervalli, preferibilmente ogni giorno, e non devono variare di oltre il
10 % per tutta la durata del test. Un ring-test (3) ha dimostrato che, per la trota iridea, è accettabile una rimo-
zione dell'acqua, durante il test, di 6 litri/g di pesce/die (cfr. sezione 1.8.2.2).

Per i test semistatici (con rinnovo), la frequenza di rinnovo del mezzo dipende dalla stabilità della sostanza in
esame, ma si raccomanda di sostituire l'acqua quotidianamente. Se da test preliminari di stabilità (cfr. sezione
1.4) la concentrazione della sostanza in esame non risulta stabile (cioè è al di fuori dell' intervallo
dell'80-120 % della concentrazione nominale o al di sotto dell'80 % della concentrazione iniziale misurata)
durante l'intervallo di tempo tra due rinnovi dell'acqua, occorre prendere in considerazione l'uso di un test a
flusso continuo.

1.6.4. Selezione della specie

La trota iridea (Oncorhynchus mykiss) è la specie raccomandata per questo test, in quanto la maggior parte
dell'esperienza deriva da ring-test effettuati su questa specie (1) (3). È però possibile utilizzare altre specie ben
documentate, ma in questo caso potrebbe essere necessario adattare la procedura sperimentale per fornire con-
dizioni sperimentali adeguate. Ad esempio, sono state fatte esperienze anche con il danio zebrato (Danio rerio)
(4) (5) e l'Oryzias latipes (6) (7) (8). In questo caso occorre motivare la scelta della specie e descrivere dettaglia-
tamente il metodo sperimentale.

1.6.5. Mantenimento dei pesci

I pesci vanno selezionati da una popolazione di un solo stock, preferibilmente dalla stessa nidiata che sia stata
mantenuta in condizioni di qualità dell'acqua e di illuminazione simili a quelle usate nel test per almeno due
settimane prima della sperimentazione. Essi vanno alimentati con una razione minima quotidiana pari al 2 %
del peso corporeo (razione quotidiana ideale = 4 % del peso corporeo) per tutto il periodo di mantenimento e
durante il test.

Dopo un periodo di acclimatazione di 48 h si registra la mortalità e si applicano i seguenti criteri:

� mortalità di oltre il 10 % della popolazione in sette giorni: respingere l'intero lotto,

� mortalità fra il 5 % e il 10 % della popolazione: acclimatazione per altri sette giorni; se nel corso della
seconda settimana la mortalità supera il 5 %, respingere l'intero lotto,

� mortalità inferiore al 5 % della popolazione in sette giorni: accettare il lotto.

Durante le due settimane precedenti il test e durante il test ai pesci non vanno somministrate sostanze terapeu-
tiche.

1.7. DISEGNO SPERIMENTALE

Il «disegno sperimentale» comprende la selezione del numero delle concentrazioni di prova, e dell'intervallo fra
esse, il numero di vasche per ciascun livello di concentrazione e il numero di pesci per vasca. Idealmente, il
disegno sperimentale dovrebbe essere scelto tenendo conto dei seguenti aspetti:

a) obiettivo dello studio;

b) metodo di analisi statistica che verrà impiegato;

c) disponibilità e costo delle risorse sperimentali.

Nel dichiarare l'obiettivo occorre possibilmente specificare il potere statistico a cui occorre rilevare una data
differenza (ad esempio nel tasso di crescita) o, alternativamente, la precisione con cui occorre stimare la ECx
(ad esempio con x = 10, 20 o 30, comunque di preferenza non meno di 10). In assenza di questi dati è
impossibile dare indicazioni precise sulle dimensioni dello studio.
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È importante riconoscere che un disegno che risulta ottimale (ovvero utilizza al meglio le risorse) per un dato
metodo di analisi statistica non è necessariamente ottimale per un altro metodo. Il disegno raccomandato per
la stima della LOEC/NOEC non sarebbe pertanto lo stesso raccomandato per l'analisi con la regressione.

Nella maggior parte dei casi l'analisi di regressione è preferibile all'analisi della varianza per i motivi discussi
da Stephan e Rogers (9). Comunque, qualora non si trovi un modello di regressione adeguato (r2 < 0,9), si
dovrebbe utilizzare la NOEC/LOEC.

1.7.1. Disegno per l'analisi con la regressione

Nel definire il disegno sperimentale di un test cui applicare l'analisi di regressione occorre considerare quanto
segue:

a) la concentrazione con effetto (ad esempio EC10,20,30) e l'intervallo di concentrazioni a cui interessa l'effetto
della sostanza in esame dovrebbero necessariamente essere compresi dalle concentrazioni incluse nel test.
La precisione con cui si possono stimare le concentrazioni con effetto sarà maggiore quando la concentra-
zione con effetto è al centro dell'intervallo di concentrazioni da testare. Un test preliminare di ricerca del-
l'intervallo può risultare utile per selezionare le concentrazioni di prova più adeguate;

b) per consentire l'intervallo di un modello statistico soddisfacente il test dovrebbe comprendere almeno una
vasca di controllo e cinque vasche ulteriori a concentrazioni diverse fra loro. Se del caso, quando si uti-
lizza un agente solubilizzante, occorre predisporre un controllo contenente l'agente solubilizzante alla più
alta concentrazione utilizzata, oltre alla serie prevista dal test (cfr. sezioni 1.8.3 e 1.8.4);

c) è possibile usare una serie geometrica adeguata allo scopo o una serie logaritmica (10) (cfr. allegato 3). È
preferibile un intervallo logaritmico fra le concentrazioni sperimentali;

d) se sono disponibili più di sei vasche, le vasche in eccedenza dovrebbero essere utilizzate come repliche o
distribuite per tutto il intervallo di concentrazioni per ridurre gli intervalli tra le concentrazioni. Entrambi
i metodi sono ugualmente accettabili.

1.7.2. Disegno per la stima di una NOEC/LOEC mediante analisi della varianza (ANOVA)

È preferibile che vi siano vasche di replica per ciascuna concentrazione e l'analisi statistica dovrebbe essere
fatta a livello di vasca (11). La mancanza di vasche di replica non consente di tener conto della variabilità fra
le vasche al di là di quella dovuta ai singoli pesci. Tuttavia, l'esperienza (12) ha dimostrato che, nel caso esami-
nato, la variabilità fra le vasche era molto bassa rispetto alla variabilità all'interno della vasca (ovvero fra i
pesci). Pertanto un'alternativa relativamente accettabile è quella di effettuare l'analisi statistica a livello dei sin-
goli pesci.

Di norma si utilizzano almeno cinque concentrazioni sperimentali in una serie geometrica con un fattore pre-
feribilmente non superiore a 3,2.

Generalmente, quando si eseguono test con repliche, il numero di vasche di replica nel controllo e pertanto il
numero di pesci dovrebbe corrispondere al doppio del numero in ciascuna delle concentrazioni sperimentali,
che dovrebbero essere di dimensioni uguali (13) (14) (15). Per contro, in mancanza di repliche il numero di
pesci nel gruppo di controllo dovrebbe essere uguale a quello in ciascuna concentrazione sperimentale.

Se l'ANOVA deve essere basata sulle vasche invece che sui singoli pesci [cosa che comporterebbe la marcatura
individuale dei pesci o l'uso dei tassi di crescita «pseudo» specifici (cfr. sezione 2.1.2)], il numero di vasche di
replica deve essere sufficiente per consentire la determinazione della deviazione standard delle «vasche all'in-
terno delle concentrazioni». Ciò significa che i gradi di libertà dell'errore nell'analisi della varianza sono almeno
5 (11). Replicando solo i controlli si rischia di influenzare la variabilità dell'errore poiché essa può aumentare
con il valore medio del tasso di crescita in questione. Poiché è probabile che il tasso di crescita diminuisca con
l'aumentare della concentrazione, ciò tenderà a portare a una sovrastima della variabilità.

1.8. PROCEDURA

1.8.1. Selezione e pesatura dei pesci da sottoporre al test

È importante ridurre al minimo la differenza di peso tra i pesci all'inizio del test. L'appendice 1 fornisce gli
intervalli adeguati di misura per le diverse specie raccomandate per questo test. Per l'intero lotto di pesci utiliz-
zato nel test, la differenza di peso tra i singoli individui all'inizio del test dovrebbe essere idealmente mante-
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nuta entro ± 10 % del peso medio aritmetico e, in ogni caso, non deve superare il 25 %. Si raccomanda di
pesare un sottocampione di pesci prima del test per stimare il peso medio.

La popolazione dello stock non va nutrita per 24 ou prima dell'inizio del test. Successivamente, i pesci vanno
scelti in maniera casuale. Utilizzando un anestetico generale [ad esempio con una soluzione acquosa di 100
mg/l di metilsolfonato di tricaina (MS 222) neutralizzato con l'aggiunta di due parti di bicarbonato di sodio
per parte di MS 222], occorre pesare individualmente i pesci asciugati per tamponamento come peso fresco
alla precisione indicata nell'appendice 1. I pesci con pesi entro il intervallo desiderato vanno tenuti e quindi
distribuiti a caso tra le vasche sperimentali. È necessario registrare il peso fresco totale dei pesci in ciascuna
vasca sperimentale. L'impiego di anestetici e la manipolazione dei pesci (compresi l'asciugatura e la pesatura)
possono provocare stress e lesioni nei pesci giovani, in particolare nelle specie di piccola taglia. I pesci giovani
vanno pertanto maneggiati con la massima cura per evitare di stressare e danneggiare gli animali sperimentali.

I pesci vanno nuovamente pesati il giorno 28 del test (cfr. sezione 1.8.6). Se tuttavia si ritiene necessario rical-
colare la razione di cibo, i pesci possono essere pesati anche il giorno 14 del test (cfr. sezione 1.8.2.3). Per
determinare i cambiamenti di dimensione dei pesci, su cui basarsi per adeguare le razioni di cibo, si possono
utilizzare metodi diversi come quello fotografico.

1.8.2. Condizioni di esposizione

1.8.2.1. Durata

La durata del test è di Å 28 giorni.

1.8.2.2. Regimi di carico e densità della popolazione

È importante che il regime di carico e la densità della popolazione siano adeguate per la specie usata nel test
(cfr. appendice 1). Se la densità della popolazione è eccessivamente alta, si verificherà uno stress da sovraffolla-
mento, con conseguente diminuzione dei tassi di crescita e, verosimilmente, sviluppo di malattie. Se è eccessi-
vamente bassa, è possibile che si induca un comportamento territoriale passibile di influenzare anche la cre-
scita degli individui. In ogni caso il regime di carico dovrebbe essere sufficientemente basso da consentire di
mantenere, senza areazione, una concentrazione di ossigeno disciolto pari ad almeno il 60 % del valore di
saturazione in aria. Un ring test (3) ha dimostrato che, per la trota iridea, è accettabile un regime di carico di
16 trote di 3-5 g in un volume di 40 litri. La frequenza raccomandata di rimozione dell'acqua durante il test è
di 6 litri/g di pesce/die.

1.8.2.3. Alimentazione

I pesci vanno nutriti con cibo adatto (allegato 1) in quantità sufficiente da indurre un tasso di crescita accetta-
bile. Occorre evitare la crescita microbica e l'intorbidimento dell'acqua. Per la trota iridea una quantità quoti-
diana pari al 4 % del peso corporeo dovrebbe soddisfare queste condizioni (3) (16) (17) (18). La razione quoti-
diana può essere suddivisa in due porzioni uguali e offerta ai pesci in due pasti al giorno, a distanza di almeno
5 ore l'uno dall'altro. La razione si basa sul peso totale iniziale dei pesci per ciascuna vasca sperimentale. Se i
pesci vengono pesati anche il giorno 14, la razione viene ricalcolata. Nelle 24 ore precedenti alla pesatura i
pesci non dovrebbero essere nutriti.

Il cibo avanzato e il materiale fecale vanno rimossi dalle vasche sperimentali ogni giorno, pulendo con cura il
fondo di ciascuna vasca con un aspiratore.

1.8.2.4. Luce e temperatura

Il fotoperiodo e la temperatura dell'acqua devono essere adatti alla specie utilizzata (appendice 1).

1.8.3. Concentrazioni sperimentali

Normalmente occorrono cinque concentrazioni della sostanza in esame, a prescindere dal disegno sperimen-
tale scelto (cfr. sezione 1.7.2). La conoscenza preliminare della tossicità della sostanza in esame (ad esempio
mediante un test di tossicità acuta e/o uno studio di ricerca dell'intervallo di tossicità) dovrebbe essere d'aiuto
nella selezione delle opportune concentrazioni sperimentali Se si utilizzano meno di cinque concentrazioni
occorre spiegarne il motivo. La più alta concentrazione utilizzata nel test non deve superare il limite di solubi-
lità in acqua della sostanza.
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Se nella preparazione delle soluzioni madre si utilizza un agente solubilizzante, la sua concentrazione finale
non deve superare 0,1 ml/l e, di preferenza, essere uguale in tutte le vasche (cfr. sezione 1.6.3). L'uso di tali
materiali dovrebbe comunque essere evitato il più possibile.

1.8.4. Controlli

Il numero di controlli dell'acqua di diluizione dipende dal disegno sperimentale (cfr. sezioni 1.7-1.7.2). Se si
utilizza un agente solubilizzante, il numero di controlli dell'agente solubilizzante deve corrispondere a quello
dei controlli dell'acqua di diluizione.

1.8.5. Frequenza delle determinazioni analitiche e delle misure

Durante il test vanno determinate a intervalli regolari le concentrazioni della sostanza in esame (cfr. sotto).

Nei test a flusso continuo le portate del diluente e della soluzione madre della sostanza tossica dovrebbero
essere controllati a intervalli, preferibilmente ogni giorno, e non dovrebbero variare di oltre il 10 % per tutta
la durata del test. Quando si suppone che le concentrazioni della sostanza in esame siano entro ± 20 % dei
valori nominali (cioè entro l'intervallo 80-120 %; cfr. sezioni 1.6.2 e 1.6.3), si raccomanda di analizzare, come
minimo, la concentrazione minima e massima all'inizio del test e, successivamente, a intervalli settimanali. Per
i test in cui non si ritiene che la concentrazione della sostanza in esame resti entro ± 20 % dei valori nominali
(sulla base dei dati di stabilità relativi alla sostanza in esame), è necessario analizzare tutte le concentrazioni
sperimentali, ma seguendo lo stesso regime.

Nei test semistatici (con rinnovo) in cui si suppone che la concentrazione della sostanza in esame resti entro
± 20 % dei valori nominali, si raccomanda di analizzare, come minimo, la concentrazione minima e massima
appena preparate e subito prima del rinnovo, all'inizio dello studio e, successivamente, ogni settimana. Per i
test in cui non si ritiene che la concentrazione della sostanza in esame resti entro ± 20 % dei valori nominali,
si devono analizzare tutte le concentrazioni sperimentali seguendo lo stesso regime adottato per le sostanze
più stabili.

Si raccomanda che i risultati siano basati sulle concentrazioni misurate. Se tuttavia vi sono prove che dimo-
strino che la concentrazione della sostanza in esame in soluzione è stata mantenuta in modo soddisfacente
entro ± 20 % della concentrazione iniziale nominale o misurata per tutta la durata del test, allora i risultati
possono essere basati sui valori nominali o misurati.

Qualora si rendesse necessario filtrare (ad esempio con pori di 0,45 lm) o centrifugare i campioni, la centrifu-
gazione è la procedura raccomandata. Comunque, se il materiale da testare non adsorbe ai filtri, può essere
accettabile anche la filtrazione.

Durante il test l'ossigeno disciolto, il pH e la temperatura dovrebbero essere misurati in tutte le vasche speri-
mentali. La durezza totale, l'alcalinità e la salinità (se del caso) vanno misurate nei controlli e in una vasca alla
concentrazione massima. L'ossigeno disciolto e, eventualmente la salinità, vanno misurati almeno tre volte (al-
l'inizio, verso la metà e alla fine del test). Nei testi semistatici si raccomanda di misurare l'ossigeno disciolto
con maggiore frequenza, preferibilmente prima e dopo ogni rinnovodell'acqua o almeno una volta alla setti-
mana. Il pH dovrebbe essere misurato all'inizio e alla fine di ogni rinnovo dell'acqua nei test semistatici e
almeno una volta alla settimana nei test a flusso continuo. La durezza e l'alcalinità vanno misurate una sola
volta per ciascun test. È auspicabile che la temperatura sia controllata continuamente in almeno in una vasca
sperimentale.

1.8.6. Osservazioni

Peso: alla fine del test tutti i pesci sopravvissuti devono essere pesati come peso fresco dopo essere stati asciu-
gati per tamponamento o in gruppo per ogni vasca sperimentale o singolarmente. La pesatura degli animali
per vasca è preferibile a quella dei singoli individui, poiché evita di marcare i pesci uno per uno. Nel caso della
misura individuale per la determinazione del tasso di crescita specifico di ogni singolo pesce, la tecnica di mar-
catura selezionata non deve causare stress agli animali (possono risultare adatte delle alternative alla marcatura
per congelamento come ad esempio l'uso di una sottile lenza da pesca colorata).

I pesci dovrebbero essere esaminati ogni giorno durante il periodo di test ed eventuali anomalie esterne (quali
emorragie, scoloramento) o comportamenti anomali dovrebbero essere registrati. Eventuali casi di mortalità
vanno registrati e i pesci morti devono essere rimossi appena possibile. Questi non vanno sostituiti, in quanto
il regime di carico e la densità della popolazione sono sufficienti per evitare effetti sulla crescita dovuti al cam-
biamento del numero di pesci per vasca. Sarà invece necessario adeguare la quantità di cibo somministrata.
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2. DATI E RELAZIONE

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

Si raccomanda di ricorrere ad uno statistico sia per la concezione del disegno sperimentale che per l'analisi sta-
tistica dei risultati del test, in quanto il metodo consente considerevoli variazioni, ad esempio nel numero di
vasche e di concentrazioni di prova, nel numero dei pesci e così via. Viste le diverse opzioni di disegno speri-
mentale, in questa sede non si forniscono indicazioni specifiche sulle procedure statistiche.

Non vanno calcolati i tassi di crescita per le vasche in cui la mortalità supera il 10 %. Il tasso di mortalità
dovrebbe però essere indicato per tutte le concentrazioni di prova.

Qualsiasi metodo venga utilizzato per l'analisi dei dati, il concetto centrale è il tasso di crescita specifico r fra
il tempo t1 e il tempo t2. Esso può essere definito in vari modi, a seconda che i pesci siano marcati individual-
mente o meno, o che sia richiesta una media della vasca.

r1 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

r2 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

r3 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

dove,

r1 = tasso di crescita specifico del singolo pesce

r2 = tasso di crescita specifico medio della vasca

r3 = tasso di crescita «pseudo» specifico

w1, w2 = pesi di un particolare pesce rispettivamente ai tempi t1 e t2

loge w1 = logaritmo del peso di un singolo pesce all'inizio del periodo di studio

loge w2 = logaritmo del peso di un singolo pesce alla fine del periodo di studio

loge w1 = media dei logaritmi dei valori w1 per i pesci nella vasca all'inizio del periodo di studio

loge w2 = media dei logaritmi dei valori w2 per i pesci nella vasca alla fine del periodo di studio

t1, t2 = tempo (giorni) all'inizio e alla fine del periodo di studio

r1, r2, r3 possono essere calcolati per il periodo compreso fra i giorni 0 e 28 ed eventualmente (cioè quando è
stata effettuata la misurazione al giorno 14) per i periodi fra i giorni 0 e 14 e 14 e 28.

2.1.1. Analisi dei risultati con la regressione (modello concentrazione-risposta)

Questo metodo di analisi trova una relazione matematica adeguata fra il tasso di crescita specifico e la concen-
trazione, e dunque consente la stima della «ECx», ovvero qualsiasi valore di EC richiesto. Con questo metodo
non è necessario calcolare r per ogni singolo pesce (r1); l'analisi può invece essere basata sul valore di r medio
per la vasca (r2). Quest'ultimo metodo è preferibile, nonché più adatto nel caso si utilizzino le specie più pic-
cole.

I tassi di crescita specifici medi per la vasca (r2) dovrebbero essere riportati in grafico contro la concentrazione,
allo scopo di esaminare la relazione concentrazione-risposta.

21.8.2001 L 225/169Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



Per esprimere la relazione fra r2 e la concentrazione occorre scegliere un modello adatto e la sua scelta deve
essere sostenuta da opportune considerazioni.

Se il numero dei pesci sopravvissuti varia di vasca in vasca, il processo di adattamento del modello ai punti
sperimentali (fitting) che sia semplice o non lineare, dovrebbe essere pesato per tenere conto delle diverse
dimensioni dei gruppi.

Il metodo di adattamento del modello deve permettere di ricavare una stima, ad esempio, della EC20 e della
sua dispersione (errore standard o intervallo di confidenza). Il grafico del modello trovato va presentato in rela-
zione ai dati in modo tale da mostrare l'adeguatezza dell'adattamento (fit) del modello (9) (19) (20) (21).

2.1.2. Analisi dei risultati per la stima della LOEC

Se il test prevedeva repliche a tutti i livelli di concentrazione, la stima della LOEC può essere basata su un'ana-
lisi della varianza (ANOVA) del tasso di crescita specifico medio della vasca (cfr. sezione 2.1), seguita da un
metodo adeguato [ad esempio il test di Dunnett o di Williams (13) (14) (15) (22)] di confronto tra l'r media
per ciascuna concentrazione con l'r media per i controlli, allo scopo di identificare la concentrazione più bassa
alla quale tale differenza risulti significativa a un livello di probabilità dello 0,05. Se non vengono soddisfatte
le assunzioni richieste per i metodi parametrici, � distribuzione non normale (ad esempio al test di Shapiro-
Wilk) o varianza eterogenea (al test di Bartlett) �, potrebbe essere necessario trasformare i dati per rendere
omogenee le varianze prima di eseguire l'ANOVA oppure effettuare un'ANOVA ponderata.

Se il test non comprendeva repliche a ciascuna concentrazione, un'ANOVA basata sulle vasche non sarà sensi-
bile o risulterà impossibile. In tal caso un compromesso accettabile è quello di basare l'ANOVA sul tasso di
crescita «pseudo» specifico r3 dei singoli pesci.

L'r3 medio di ciascuna concentrazione sperimentale può quindi essere paragonato con l'r3 medio dei controlli.
La LOEC può quindi essere identificata come in precedenza. Va detto che questo metodo non consente di
tenere conto della variabilità fra le vasche, (né di salvaguardarsi da essa) ma solo di quella dovuta alla variabi-
lità esistente fra i singoli pesci. Tuttavia, l'esperienza ha dimostrato (9) che la variabilità fra le vasche era molto
piccola rispetto alla variabilità all'interno della vasca (cioè fra i pesci). Se nell'analisi non sono compresi i sin-
goli pesci, occorre indicare il metodo di identificazione dei valori anomali e giustificarne l'utilizzo.

2.2. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

I risultati vanno interpretati con cautela nel caso in cui nelle soluzioni di prova si misurino concentrazioni di
sostanze tossiche a livelli vicini al limite di rivelabilitÈ del metodo analitico o, nei test semistatici, quando la
concentrazione della sostanza in esame prima del rinnovo risulta diminuita rispetto alla soluzione appena pre-
parata.

2.3. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere le seguenti informazioni:

2.3.1. Sostanza in esame:

� natura fisica e proprietà chimico-fisiche rilevanti,

� dati chimici di identificazione, compresi purezza e metodo analitico per la quantificazione della sostanza
in esame, se del caso.

2.3.2. Specie utilizzata:

� nome scientifico, se possibile,

� ceppo, dimensioni, fornitore, eventuali pretrattamenti , ecc.

2.3.3. Condizioni di esecuzione del test:

� procedura sperimentale utilizzata (ad esempio semistatica con rinnovo, a flusso continuo, carico, densità
della popolazione, ecc.),

� disegno sperimentale (ad esempio numero di vasche , concentrazioni e repliche, numero di pesci per
vasca),
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� metodo di preparazione delle soluzioni madre e frequenza di rinnovo (l'agente solubilizzante, se usato, va
indicato insieme alla sua concentrazione),

� concentrazioni sperimentali nominali, medie dei valori misurati e loro deviazioni standard nelle vasche
sperimentali nonché metodo con cui sono state calcolate e dimostrazione che le misure si riferiscono alle
concentrazioni della sostanza in esame in soluzione vera,

� caratteristiche dell'acqua di diluizione: pH, durezza, alcalinità, temperatura, concentrazione di ossigeno
disciolto, livelli di cloro residuo (se misurati), carbonio organico totale, solidi in sospensione, salinità del
mezzo di prova (se misurata) ed eventuali altre misurazioni effettuate,

� qualità dell'acqua nelle vasche sperimentali: pH, durezza, temperatura e concentrazione dell'ossigeno
disciolto,

� informazioni dettagliate sull'alimentazione (ad esempio tipo/i di cibo, origine, quantità somministrata e
frequenza).

2.3.4. Risultati:

� dimostrazione che i controlli soddisfino i criteri di validità per la sopravvivenza, nonché dati sulla even-
tuale mortalità in tutte le concentrazioni sperimentali,

� tecniche di analisi statistica utilizzate, statistica basata sulle repliche o sui pesci, trattamento dei dati e
giustificazione delle tecniche usate,

� dati tabulati sui pesi individuali e medi dei pesci nei giorni 0,14 (se misurati) e 28, valori dei tassi di cre-
scita medi per vasca o pseudo specifici (a seconda del caso) per i periodi da 0 a 28 giorni o eventualmente
0 a 14 e da 14 a 28,

� risultati dell'analisi statistica (analisi di regressione o ANOVA) preferibilmente mostrati in tabelle e grafici,
nonché la LOEC (p = 0,05) e la NOEC o ECx con gli errori standard, se possibile, a seconda dei casi,

� incidenza delle eventuali reazioni anomale da parte dei pesci e di eventuali effetti visibili indotti dalla
sostanza in esame.
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APPENDICE 2

ALCUNE CARATTERISTICCHE CHIMICHE DI UN'ACQUA DI DILUIZIONE ACCETTABILE

Sostanza Concentrazioni

Particolato < 20 mg/l

Carbonio organico totale < 2 mg/l

Ammoniaca non ionizzata < 1 lg/l

Cloro residuo < 10 lg/l

Pesticidi organofosforati totali < 50 ng/l

Pesticidi organoclorurati totali più difenili policlorurati < 50 ng/l

Cloro organico totale < 25 ng/l
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APPENDICE 3

SERIE LOGARITMICHE DI CONCENTRAZIONI ADATTE PER I TEST DI TOSSICITÀ (9)

Colonna (numero di concentrazioni fra 100 e 10 o fra 10 e 1) (1)

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100

32 46 56 63 68 72 75

10 22 32 40 46 52 56

3,2 10 18 25 32 37 42

1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24

1,0 3,2 6,3 10 14 18

1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

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

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

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

(1) Da ciascuna colonna è possibile scegliere una serie di cinque (o più) concentrazioni successive. I punti intermedi fra le concentrazioni
nella colonna (x) si trovano nella colonna (2x + 1). I valori elencati possono rappresentare le concentrazioni espresse come percen-
tuale per volume o peso (mg/l o lg/l). I valori possono essere moltiplicati o divisi per qualsiasi potenza di 10 a seconda del caso. È
possibile usare la colonna 1 in caso di notevoli incertezze sul livello di tossicità.
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C.15. PESCI, PROVA DI TOSSICITÀ A BREVE TERMINE SUGLI STADI DI EMBRIONI E DI LARVA CON
SACCO VITELLINO

1. METODO

Questo metodo di prova della tossicità a breve termine corrisponde al TG 212 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Questa prova di tossicità a breve termine sugli stadi di embrione e di larve con sacco vitellino di pesci è una
prova a breve termine in cui vengono esposti i pesci negli stadi che vanno dall'uovo appena fertilizzato alla
fine dello stadio di larve con sacco vitellino. La prova sugli embrioni e sulle larve con sacco vitellino non pre-
vede alcun tipo di alimentazione e va pertanto concluso mentre le larve con sacco vitellino sono ancora
nutrite dal sacco vitellino.

L'obiettivo della prova è definire gli effetti letali e, limitatamente, subletali di sostanze chimiche sugli specifici
stadi vitali e specie sottoposti alla prova. Questa prova è in grado di fornire informazioni utili in quanto: a)
può fare da nesso fra le prove letali e subletali; b) può essere utilizzato come prova di screening in una «prova
completa su stadi di vita precoci» per una prova di tossicità cronica e c) può essere usato per saggiare specie
per le quali le tecniche di allevamento non sono sufficientemente avanzate per coprire il periodo di transizione
dall'alimentazione endogena a quella esogena.

è necessario ricordare che, in generale, solo le prove che comprendono tutti gli stadi del ciclo vitale dei pesci
sono in grado di fornire una stima accurata della tossicità cronica delle sostanze chimiche nei confronti dei
pesci e che eventuali riduzioni dell'esposizione in funzione dei diversi stadi di vita possono diminuire la sensi-
bilità della prova e quindi sottovalutare la tossicità cronica. Si ritiene pertanto che la prova sugli embrioni e su
larve con sacco vitellino sia meno sensibile di una «prova completa su stadi di vita precoci», soprattutto
rispetto a sostanze chimiche altamente lipofile (log Pow > 4) e a sostanze chimiche con un meccanismo di
azione tossica specifico. Comunque, si prevede che per sostanze chimiche con un modo di azione narcotico
non specifico le differenze di sensibilità fra le due prove siano minori (1).

Prima della sua pubblicazione la presente prova sugli embrioni e su larve con sacco vitellino è stata per la
maggior parte condotta sul pesce d'acqua dolce Danio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae �
nome comune: danio zebrato). Per questo motivo l'appendice 1 contiene indicazioni più dettagliate sull'esecu-
zione della prova su questa specie, ma ciò non impedisce di utilizzare altre specie con le quali sono già state
fatte esperienze (tabelle 1A e 1B).

1.2. DEFINIZIONI

Minima concentrazione con effetti significativi (Lowest observed effect concentration, LOEC): è la più
bassa concentrazione saggiata di una sostanza di prova alla quale si osserva un effetto significativo (p < 0,05)
rispetto al controllo. Tuttavia, tutte le concentrazioni al di sopra della LOEC devono avere un effetto dannoso
uguale o superiore a quello osservato alla LOEC.

Massima concentrazione senza effetti significativi (No observed effect concentration, NOEC): è la con-
centrazione di prova immediatamente inferiore alle LOEC.

1.3. PRINCIPIO DELLA PROVA

Gli stadi di embrione e di larva con sacco vitellino vengono esposti a un intervallo di concentrazioni della
sostanza di prova disciolta in acqua. Il protocollo consente di optare per una procedura semistatica o per una
a flusso continuo in funzione della natura della sostanza in esame. La prova inizia con la collocazione delle
uova fecondate in contenitori di prova e termina subito prima che il sacco vitellino di una qualsiasi delle larve
in una delle camere di prova sia completamente assorbito, o prima che i controlli inizino a morire per man-
canza di cibo. Gli effetti letali e subletali vengono valutati e confrontati con i valori relativi ai controlli allo
scopo di determinare la minima concentrazione alla quale si osservano effetti significativi (LOEC) e di conse-
guenza la concentrazione senza effetti significativi (NOEC). In alternativa, è possibile valutare gli effetti tramite
un modello di regressione per stimare la concentrazione capace di causare una determinata percentuale di
effetto (cioè LC/ECx, dove x è una % di effetto definita).

1.4. INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA DI PROVA

Dovrebbero essere disponibili i risultati di una prova di tossicità acuta (cfr. metodo C.1) eseguito preferibil-
mente sulla stessa specie scelta per la presente prova. I risultati possono essere utili per scegliere un intervallo
adeguato di concentrazioni di prova nella prova sugli stadi di vita precoci. Occorre conoscere i valori relativi
alla solubilità in acqua (compresa la solubilità nell'acqua utilizzata per la prova) e alla tensione di vapore della
sostanza di prova. Occorre inoltre disporre di un metodo analitico affidabile per la quantificazione della
sostanza nelle soluzioni di prova, di cui devono essere noti e riportati i dati relativi all'accuratezza e al limite
di rivelabilità.
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Le informazioni sulla sostanza in esame utili per definire le condizioni di esecuzione della prova sono: formula
di struttura, purezza della sostanza, fotostabilità, stabilità nelle condizioni di esecuzione della prova, pKa, Pow e
risultati di una prova di biodegradabilità immediata (cfr. metodo C.4).

1.5. VALIDITÀ DELLA PROVA

Perché una prova sia valida devono realizzarsi le seguenti condizioni:

� la sopravvivenza complessiva delle uova fecondate nei controlli e, se del caso, nei contenitori con solo sol-
vente, deve essere superiore o uguale ai valori definiti nelle appendici 2 e 3,

� la concentrazione dell'ossigeno disciolto deve essere compresa fra il 60 e il 100 % del valore di satura-
zione nell'aria per tutta la durata della prova,

� la temperatura dell'acqua non deve mai differire di oltre ± 1,5 °C fra le diverse camere di prova, né fra i
vari giorni, e dovrebbe restare negli intervalli di temperatura indicata per le specie utilizzate nella prova
(appendici 2 e 3).

1.6. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.6.1. Contenitori di prova

Si può utilizzare qualsiasi tipo di recipiente in vetro o in altro materiale chimicamente inerte. Le dimensioni
dei recipienti devono essere proporzionate al regime di carico (cfr. sezione 1.7.1.2). Si raccomanda di rando-
mizzare la collocazione delle camere di prova nella zona della prova. Se nel laboratorio sussistono effetti siste-
matici controllabili tramite separazione per blocchi, è preferibile utilizzare un disegno sperimentale a blocchi
randomizzati in cui ciascun trattamento è presente in ciascun blocco, piuttosto che un disegno completamente
randomizzato. Se si opta per il disegno sperimentale a blocchi, occorre tenerne conto anche in sede di analisi
dei dati. Le camere di prova devono essere protette da eventuali disturbi.

1.6.2. Selezione della specie ittica

Le specie ittiche raccomandate sono elencate nella tabella 1A. Ciò non preclude l'uso di altre specie (cfr.
esempi nella tabella 1B), ma in questo caso potrebbe essere necessario adattare la procedura sperimentale per
ottenere adeguate condizioni di esecuzione della prova. In tal caso occorre spiegare i criteri di scelta delle spe-
cie e del metodo sperimentale.

1.6.3. Mantenimento dei pesci riproduttori

Per informazioni dettagliate su come mantenere i pesci riproduttori in condizioni soddisfacenti, si rimanda al
TG 210 dell'OCSE (1) e ai riferimenti bibliografici (2) (3) (4) (5) (6).

1.6.4. Manipolazione di embrioni e larve

All'interno del contenitore principale gli embrioni e le larve possono essere esposti in recipienti più piccoli for-
niti di rete ai lati o alle estremità per consentire il flusso della soluzione di prova attraverso il recipiente. Si
può indurre un flusso non turbolento in questi recipienti più piccoli sospendendoli a un braccio sistemato in
modo che muova il recipiente verticalmente, mantenendo però sempre sommersi gli organismi; è possibile
usare anche un sistema di flusso a sifone. Le uova fecondate dei pesci salmonidi possono essere sistemate su
rastrelliere o reti con aperture sufficientemente grandi da permettere alle larve di cadere fuori dopo la schiusa
delle uova. Per rimuovere gli embrioni e le larve nella prova semistatica con rinnovo quotidiano completo del-
l'acqua sono adatte pipette Pasteur (cfr. 1.6.6).

I contenitori, le griglie o le reti eventualmente utilizzati per tenere le uova all'interno della vasca principale
vanno rimossi, in quanto ostacoli, dopo la schiusa delle larve (1); le reti vanno invece lasciate per evitare la
fuga dei pesci. Dovendo trasferire le larve, queste non dovrebbero essere esposte all'aria e per rilasciare i pesci
dai contenitori per le uova non si devono usare retini (questa precauzione può essere superflua per alcune spe-
cie meno delicate, come la carpa). Il trasferimento, i cui tempi dipendono dalla specie, non è sempre necessa-
rio. Per la tecnica semistatica si possono usare beaker o contenitori poco profondi e, se necessario, forniti di
un divisorio a rete lievemente sopraelevato rispetto al fondo. Se il volume dei contenitori è sufficiente a soddi-
sfare le richieste di carico (cfr. 1.7.1.2) il trasferimento degli embrioni o delle larve può essere evitato.

(1) OECD, Paris, 1992, Test Guideline 210, «Fish, Early-life Stage Toxicity Test».
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1.6.5. Acqua

Per la prova si può utilizzare qualunque tipo di acqua conforme alle caratteristiche chimiche di un'acqua di
diluizione accetabile, come descritta nell'appendice 4, e in cui la specie utilizzata nella prova dimostra una
capacità di sopravvivenza dei controlli almeno pari a quella descritta nelle appendici 2 e 3. La qualità dell'ac-
qua dovrebbe essere costante per tutta la durata della prova. Il pH dovrebbe rimanere entro un intervallo di ±
0,5 unità di pH. Per escludere la possibilità di effetti indesiderati dell'acqua di diluizione sui risultati della prova
(ad esempio per complessazione della sostanza in esame) o influenze negative sulla performance dei pesci
riproduttori è utile prelevare di quando in quando alcuni campioni e analizzarli. La misura dei metalli pesanti
(ad esempio Cu, Pb, Zn, Hg, Cd e Ni), dei principali anioni e cationi (ad esempio Ca, Mg, Na, K, Cl e SO4), dei
pesticidi (ad esempio pesticidi organofosforati totali e organoclorurati totali), del carbonio organico totale e
dei solidi sospesi va effettuata ad esempio ogni tre mesi, se l'acqua di diluizione è di qualità relativamente
costante. Se la qualità dell'acqua si è dimostrata costante per almeno un anno, le titolazioni possono essere
effettuate con minore frequenza (ad esempio ogni sei mesi).

1.6.6. Soluzioni di prova

Le soluzioni di prova alle concentrazioni scelte vanno preparate per diluizione di una soluzione madre.

La soluzione madre deve essere di preferenza preparata semplicemente miscelando o agitando la sostanza di
prova nell'acqua di diluizione con mezzi meccanici (cioè agitazione e ultrasuoni). Per ottenere una concentra-
zione adeguata della soluzione madre si possono utilizzare colonne di saturazione (colonne di solubilità). Per
quanto possibile va evitato l'utilizzo di solventi o disperdenti (agenti solubilizzanti); tuttavia, in alcuni casi tali
composti possono essere necessari per ottenere una soluzione madre di concentrazione adeguata. A tale scopo
si prestano ad esempio solventi quali acetone, etanolo, metanolo, dimetilformammide e glicole trietilenico o
disperdenti quali Cremophor RH40, Tween 80, metilcellulosa 0,01 % e HCO-40. Quando si impiegano agenti
a rapida biodegradabilità, come l'acetone, e/o altamente volatili è necessario procedere con cautela, poiché
potrebbero causare problemi nelle prove a flusso continuo dovuti a sviluppo batterico. Qualora si utilizzi un
agente solubilizzante questo non deve avere effetti significativi sulla sopravvivenza né effetti negativi visibili
sui primi stadi di vita degli organismi come è dimostrato da un controllo con solo solvente. L'uso di questi
materiali dovrebbe essere evitato il più possibile.

Per la tecnica semistatica è possibile seguire due diverse procedure di rinnovo dell'acqua: i) si preparano nuove
soluzioni di prova in recipienti puliti e si trasferiscono delicatamente le uova e le larve sopravvissute nei nuovi
recipienti utilizzando un piccolo volume di soluzione vecchia ed evitando l'esposizione all'aria, oppure ii) gli
organismi della prova sono mantenuti nei recipienti mentre viene cambiata una parte (almeno tre quarti) del-
l'acqua. La frequenza di rinnovo del mezzo dipende dalla stabilità della sostanza di prova, ma si raccomanda
di sostituire l'acqua quotidianamente. Se da prove preliminari di stabilità (cfr. sezione 1.4) la concentrazione
della sostanza di prova non risulta stabile (cioè è al di fuori dell' intervallo dell'80-120 % della concentrazione
nominale o al di sotto dell'80 % della concentrazione iniziale misurata) durante l'intervallo di tempo tra le ope-
razioni di rinnovodell'acqua, occorre prendere in considerazione l'opportunità di utilizzare una prova a flusso
continuo. In ogni caso occorre evitare di sottoporre le larve a stress durante l'operazione di rinnovo dell'ac-
qua.

Le prove a flusso continuo comportano l'uso di un sistema che eroghi e diluisca di continuo la soluzione
madre della sostanza in esame (ad esempio pompa dosatrice, diluitore proporzionale, sistema di saturazione)
per fornire alle camere di prova una serie di concentrazioni. Le portate di soluzione madre e acqua di dilui-
zione dovrebbero essere controllate a intervalli, preferibilmente ogni giorno, e non presentare variazioni supe-
riori al 10 % per tutta la durata della prova. Si considera adeguata una portata equivalente ad almeno cinque
volte il volume della camera di prova ogni 24 ore (2).

1.7. PROCEDURA

In letteratura si trovano informazioni utili sull'esecuzione della prova di tossicità sugli stadi di embrione e di
larve con sacco vitellino di pesci; alcuni riferimenti sono elencati nella bibliografia della presente prova (7) (8)
(9).

1.7.1. Condizioni di esposizione

1.7.1.1. Durata

La prova dovrebbe avere inizio preferibilmente entro 30 minuti dalla fecondazione delle uova. Gli embrioni
vanno immersi nella soluzione di prova prima o immediatamente dopo l'inizio dello stadio di segmentazione
del blastodisco e, comunque, prima che inizi lo stadio di gastrula. Se le uova provengono da fornitori esterni
può risultare impossibile iniziare la prova subito dopo la fecondazione. Poiché un ritardo nell'avvio della prova
può influire fortemente sulla sua sensibilità, la prova dovrebbe iniziare entro 8 ore dalla fecondazione. Dato
che le larve non vengono nutrite durante il periodo di esposizione, la prova dovrebbe terminare subito prima
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che il sacco vitellino di una qualsiasi delle larve in una delle camere di prova sia stato completamente assor-
bito, o prima che i controlli inizino a morire per mancanza di cibo. La durata della prova dipende dalla specie
utilizzata. Le appendici 2 e 3 contengono alcune raccomandazioni al riguardo.

1.7.1.2. Carico

All'inizio della prova il numero di uova fecondate deve essere sufficiente a soddisfare le richieste dell'analisi
statistica. Le uova dovrebbero essere distribuite a caso fra i trattamenti e per ogni concentrazione si
dovrebbero usare almeno 30 uova fecondate, divise equamente (o il più equamente possibile, visto che con
alcune specie può essere difficile ottenere lotti uguali) tra almeno tre repliche. Il regime di carico (biomassa
per volume di soluzione di prova) deve essere abbastanza basso da consentire di mantenere senza aerazione
una concentrazione di ossigeno disciolto pari ad almeno il 60 % del valore di saturazione nell'aria. Per la prova
a flusso continuo è stato raccomandato un regime di carico non superiore a 0,5 g/l per 24 ore e non supe-
riore a 5 g/l di soluzione in qualsiasi momento (2).

1.7.1.3. Luce e temperatura

Il fotoperiodo e la temperatura dell'acqua di prova devono essere adatti alla specie utilizzata (appendici 2 e 3).
Per controllare la temperatura si può utilizzare un recipiente di prova aggiuntivo.

1.7.2. Concentrazioni della sostanza di prova

Di norma occorrono cinque concentrazioni della sostanza in esame che differiscano di un fattore costante non
superiore a 3,2. Nella scelta dell'intervallo delle concentrazioni bisogna tenere conto della curva che pone in
relazione la CL50 al periodo di esposizione nello studio della tossicità acuta. In alcune circostanze, ad esempio
nelle prove limite, può essere appropriato impiegare meno di cinque concentrazioni a un intervallo di concen-
trazione più ristretto. Se si utilizzano meno di cinque concentrazioni occorre spiegarne il motivo. Non è
necessario provare concentrazioni della sostanza superiori alla CL50 nelle 96 ore o a 100 mg/l, qualsiasi sia la
più bassa. Le sostanze non dovrebbero essere provate a concentrazioni al di sopra del loro limite di solubilità
nell'acqua di prova.

Se nella preparazione delle soluzioni di prova si utilizza un agente solubilizzante (cfr. sezione 1.6.6), la sua
concentrazione finale nei recipienti di prova non dovrebbe superare 0,1 ml/l e dovrebbe essere uguale in tutti
i recipienti.

1.7.3. Controlli

In aggiunta alle concentrazioni della sostanza in esame, dovrebbe essere allestito un controllo con l'acqua di
diluizione (ripetendola in modo adeguato) ed eventualmente controllo con acqua contenente l'agente solubiliz-
zante (ripetendola in modo adeguato), ambedue con un adeguato numero di repliche.

1.7.4. Frequenza delle determinazioni e delle misurazioni analitiche

Durante la prova vanno determinate a intervalli regolari le concentrazioni della sostanza di prova.

Nella prova semistatica in cui si prevede che la concentrazione della sostanza in esame si mantenga intorno a
± 20 % del valore nominale (ovvero entro un intervallo di 80-120 %; cfr. sezioni 1.4. e 1.6.6), si raccomanda,
come minimo, di analizzare le concentrazioni minima e massima subito dopo la preparazione e immediata-
mente prima del rinnovo dell'acqua almeno tre volte a intervalli regolari nel corso della prova (le analisi vanno
effettuate su un campione della stessa soluzione preparata di fresco e poi al momento di rinnovarla).

Quando si prevede che la concentrazione della sostanza in esame non si mantenga intorno a ± 20 % del valore
nominale (in base ai dati sulla stabilità della sostanza), è necessario analizzare tutte le concentrazioni di prova,
preparate di fresco e al momento di rinnovarle, ma seguendo lo stesso schema (cioè almeno tre volte a inter-
valli regolari nel corso della prova). è sufficiente determinare le concentrazioni della sostanza in esame prima
di rinnovare la soluzione solo su una replica per ogni concentrazione. L'intervallo fra le determinazioni analiti-
che non deve superare i sette giorni. Si raccomanda che i risultati siano basati sulle concentrazioni misurate.
Tuttavia se è possibile provare che durante tutta la prova la concentrazione della sostanza di prova nella solu-
zione è stata mantenuta in modo soddisfacente entro ± 20 % della concentrazione nominale o della concentra-
zione iniziale misurata, i risultati possono essere basati sui valori nominali o sui valori iniziali misurati.

Per le prove a flusso continuo è appropriato l'uso di un regime di campionamento simile a quello descritto
per i le prove semistatiche (sebbene in questo caso non si effettui la misurazione delle soluzioni «vecchie»). Se
però la durata della prova supera i sette giorni, può essere consigliabile aumentare il numero di campiona-
menti durante la prima settimana (ad esempio, tre serie di misurazioni) per assicurare che le concentrazioni di
prova restino stabili.

21.8.2001 L 225/179Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



Può essere necessario centrifugare o filtrare i campioni (ad esempio con filtro con pori di 0,45lm). Poiché tut-
tavia né la centrifugazione né la filtrazione sembrano essere sempre in grado di separare la frazione non biodi-
sponibile della sostanza in esame da quella biodisponibile, i campioni non devono necessariamente essere sot-
toposti a questi trattamenti.

Durante la prova in tutti i recipienti di prova dovrebbero essere misurati l'ossigeno disciolto, il pH e la tempe-
ratura. La durezza totale e la salinità (se del caso) vanno misurate nei controlli e in un recipiente alla concen-
trazione massima. L'ossigeno disciolto ed eventualmente la salinità vanno misurati almeno tre volte (all'inizio,
verso la metà e alla fine della prova). Nella prova semistatica si raccomanda di misurare l'ossigeno disciolto
con maggiore frequenza, preferibilmente prima e dopo ogni rinnovo dell'acqua o almeno una volta alla setti-
mana. Il pH dovrebbe essere misurato all'inizio e alla fine di ogni rinnovo dell'acqua nella prova semistatica e
almeno una volta alla settimana nella prova a flusso continuo. La durezza va misurata una sola volta per cia-
scuna prova. La temperatura dovrebbe essere misurata una volta al giorno e preferibilmente essere costante-
mente controllata almeno in un recipiente di prova.

1.7.5. Osservazioni

1.7.5.1. Stadio dello sviluppo embrionale

Lo stadio embrionale (stadio di gastrula) all'inizio dell'esposizione alla sostanza di prova va verificato nel modo
più accurato possibile . Per far ciò si può utilizzare un campione rappresentativo di uova adeguatamente con-
servate e separate. Per la descrizione e l'illustrazione degli stadi embrionali si rimanda alla letteratura in mate-
ria (2) (5) (10) (11).

1.7.5.2. Schiusa e sopravvivenza

Almeno una volta al giorno occorre effettuare osservazioni sulla schiusa e la sopravvivenza e registrarne i dati.
All'inizio della prova può essere consigliabile effettuare osservazioni più frequenti (ad esempio ogni 30 minuti
durante le prime tre ore), poiché in alcuni casi i tempi di sopravvivenza possono avere maggiore importanza
del solo numero di decessi (ad esempio in presenza di effetti tossici acuti). Gli embrioni e le larve morti vanno
rimossi appena individuati in quanto possono decomporsi rapidamente. Nel rimuovere gli individui morti è
necessario procedere con estrema cautela per non urtare o danneggiare le uova/larve vicine, che sono estrema-
mente delicate e sensibili. I criteri per stabilire la morte variano a seconda dello stadio di vita:

� per le uova: soprattutto nei primi stadi, marcata perdita di traslucidità e cambiamento di colorazione
dovute a coagulazione e/o precipitazione delle proteine, con conseguente aspetto bianco opaco,

� per gli embrioni: assenza di movimenti del corpo e/o assenza di battito cardiaco e/o di colorazione
opaca nelle specie in cui gli embrioni sono normalmente traslucidi,

� per le larve: immobilità e/o assenza di movimenti respiratori e/o assenza di battito cardiaco e/o colora-
zione bianca opaca del sistema nervoso centrale e/o mancanza di reazione agli stimoli meccanici.

1.7.5.3. Anomalie dell'aspetto

A intervalli adeguati, a seconda della durata della prova e della natura dell'anomalia descritta, vanno registrati
il numero di larve che presentano anomalie morfologiche e/o della pigmentazione, e lo stadio di assorbimento
del sacco vitellino. Va rilevato che la presenza di embrioni e larve anomali è un fenomeno naturale e nel/i con-
trollo/i di alcune specie può raggiungere molti punti percentuali. Gli individui che presentano anomalie vanno
rimossi dai recipienti solo dopo la loro morte.

1.7.5.4. Anomalie del comportamento

Le anomalie, quali iperventilazione, movimenti natatori scoordinati e inattività atipica, dovrebbero essere regi-
strate a intervalli adeguati in funzione della durata della prova. Il rilevamento di tali effetti, per quanto difficili
da quantificare, può facilitare l'interpretazione dei dati sulla mortalità, cioè fornire informazioni sul modo
d'azione tossica della sostanza.

1.7.5.5. Lunghezza

Alla fine della prova si raccomanda di misurare la lunghezza degli individui, che può essere quella standard,
alla biforcazione della pinna caudale o quella totale. In caso di marcescenza della pinna caudale o erosione
della pinna, si dovrebbe misurare la lunghezza standard. Generalmente, in una prova ben eseguita, il coeffi-
ciente di variazione della lunghezza tra le repliche dei controlli dovrebbe essere Ä 20 %.
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1.7.5.6. Peso

Alla fine della prova si può procedere alla pesatura degli individui; i pesi a secco (24 ore a 60 °C) sono preferi-
bili ai pesi umidi (dopo asciugatura). Generalmente, in una prova ben eseguita, il coefficiente di variazione del
peso tra le repliche dei controlli dovrebbe essere Ä 20 %.

Al termine delle osservazioni alcuni o tutti i seguenti dati saranno disponibili per l'analisi statistica:

� mortalità cumulativa,

� numero di larve sane alla fine della prova,

� tempo all'inizio della schiusa e alla fine della schiusa (90 % di schiusa in ogni replica),

� numero di larve che si schiudono ogni giorno,

� lunghezza (e peso) degli animali sopravvissuti alla fine della prova,

� numero delle larve deformi o di aspetto anomalo,

� numero delle larve che presentano un comportamento anomalo.

2. DATI E RELAZIONE

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

Si raccomanda di ricorrere a personale esperto di statistica sia per la concezione del disegno sperimentale che
per l'analisi statistica dei risultati della prova, in quanto il metodo consente considerevoli variazioni nel dise-
gno sperimentale, ad esempio nel numero di camere di prova e numero di concentrazioni di prova, nel
numero iniziale di uova fecondate e nei parametri da misurare. Viste le diverse possibili opzioni di disegno
sperimentale, in questa sede non si forniscono indicazioni specifiche sulle procedure statistiche.

Dovendo stimare i valori LOEC/NOEC sarà necessario analizzare le variazioni all'interno di ogni serie di repli-
che mediante l'analisi della varianza (ANOVA) o tabelle di contingenza. Per effettuare un confronto multiplo
fra i risultati delle singole concentrazioni e quelli dei controlli, può essere utile il metodo di Dunnett (12) (13).
Allo scopo sono disponibili anche altri metodi (14) (15). Occorre calcolare e riportare l'entità dell' effetto indi-
viduabile mediante ANOVA o altre procedure (vale a dire la potenza della prova). Va rilevato che non tutti i
dati elencati nella sezione 1.7.5.6 sono adatti all'analisi statistica mediante ANOVA. Per esempio, la mortalità
cumulativa e il numero delle larve sane alla fine della prova potrebbero essere analizzati con metodi dei pro-
bit.

Dovendo stimare i valori CL/CEx occorre adottare una curva/e adeguata/e (ad esempio la curva logistica) ai dati
da analizzare mediante un metodo statistico come quello dei minimi quadrati o dei minimi quadrati non
lineare. La/e curva/e dovrebbe/ro essere parametrizzata/e in modo da consentire di stimare direttamente la CL/
CEx di interesse e il suo errore standard. Ciò faciliterà notevolmente il calcolo dei limiti di confidenza della CL/
CEx. A meno che vi siano buoni motivi per preferire livelli fiduciali diversi dovrebbero essere riportati limiti di
confidenza a due code ad un livello fiduciale del 95 %. La procedura di adattamento della curva dovrebbe pre-
feribilmente consentire di valutare il significato della mancanza di adattamento (lack of fit). è possibile usare
metodi grafici per l'adattamento delle curve. L'analisi di regressione è adatta a tutti i dati elencati nella sezione
1.7.5.6.

2.2. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

I risultati vanno interpretati con cautela nel caso in cui nelle soluzioni di prova si misurino concentrazioni di
sostanze tossiche a livelli vicini al limite di rivelabilità del metodo analitico. Occorre usare cautela anche nel-
l'interpretazione dei risultati riferiti a concentrazioni al di sopra della solubilità in acqua della sostanza.

2.3. RELAZIONE SULLA PROVA

La relazione sulla prova deve contenere le seguenti informazioni:
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2.3.1. Sostanza di prova:

� natura fisica e proprietà fisico-chimiche rilevanti,

� dati chimici di identificazione, compresi purezza e metodo analitico per la quantificazione della sostanza
di prova, se del caso.

2.3.2. Specie utilizzata:

� nome scientifico, ceppo, numero di pesci riproduttori (cioè quante femmine sono state usate per produrre
il numero di uova necessarie per la prova), origine e metodo di raccolta delle uova fecondate e successiva
manipolazione.

2.3.3. Condizioni di esecuzione della prova:

� procedura di prova utilizzata (ad esempio semistatica o a flusso continuo, periodo di tempo dalla feconda-
zione all'inizio della prova, carico, ecc.),

� fotoperiodo/i,

� disegno sperimentale (ad esempio, numero di camere di prova e repliche, numero di embrioni per
replica),

� metodo di preparazione delle soluzioni madre e frequenza di rinnovo (l'agente solubilizzante, se usato,
deve essere indicato insieme alla sua concentrazione),

� concentrazioni nominali di prova, valori misurati, loro medie e deviazioni standard nei recipienti di prova
e metodo con cui sono state ottenute e, se la sostanza è solubile in acqua a concentrazioni inferiori a
quelle provate, va dimostrato che le misurazioni si riferiscono alle concentrazioni della sostanza di prova
in soluzione,

� caratteristiche dell'acqua di diluizione: pH, durezza, temperatura, concentrazione di ossigeno disciolto,
livelli di cloro residuo (se misurati), carbonio organico totale, solidi sospesi, salinità del mezzo di prova
(se misurato) ed eventuali altre misurazioni effettuate,

� qualità dell'acqua nei recipienti di prova: pH, durezza, temperatura e concentrazione di ossigeno disciolto.

2.3.4. Risultati:

� risultati di eventuali studi preliminari sulla stabilità della sostanza di prova,

� dimostrazione che i controlli rispondono allo standard di accettabilità di sopravvivenza complessiva della
specie in esame (appendici 2 e 3),

� dati sulla mortalità/sopravvivenza agli stadi embrionale e larvale e mortalità/sopravvivenza complessiva,

� giorni alla schiusa e numero di uova schiuse,

� dati relativi alla lunghezza (e al peso),

� incidenza e descrizione delle eventuali anomalie morfologiche,

� incidenza e descrizione degli eventuali effetti sul comportamento,

� analisi statistica e trattamento dei dati,

� per le prove analizzate mediante ANOVA, minima concentrazione con effetti significativi (LOEC) con
p = 0,05 e massima concentrazione senza effetti significativi (NOEC) per ogni risposta analizzata, com-
presa una descrizione delle procedure statistiche utilizzate e un'indicazione dell'entità dell'effetto che
poteva essere individuato,

� per le prove analizzate mediante tecniche di regressione, CL/CEx e intervalli di confidenza, nonché un gra-
fico del modello adattato usato per i relativi calcoli,

� spiegazione di eventuali deviazioni da questo metodo.
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TABELLA 1A: Specie di pesci raccomandate per la prova

Acqua dolce

Oncorhynchus mykiss
Trota iridea (9) (16)

Danio rerio
Danio zebrato (7) (17) (18)

Cyprinus caprio
Carpa (8) (19)

Oryzias latipes
(20) (21)

Pimephales promelas
(8) (22)

TABELLA 1B: Esempi di altre specie ben documentate

Acqua dolce Acqua salata

Carassius auratus
Carassio dorato (8)

Menidia peninsulae
Latterino menidia (23) (24) (25)

Lepomis macrochirus
(8)

Clupea harengus
Aringa (24) (25)

Gadus morhua
Merluzzo comune (24) (25)

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

GUIDA ALL'ESECUZIONE DI UNA PROVA DI TOSSICITà SUGLI EMBRIONI E SULLE LARVE CON SACCO
VITELLINO DEL DANIO ZEBRATO (BRACHYDANIO RERIO)

INTRODUZIONE

Il danio zebrato proviene dalla costa di Coromandel, in India, dove vive in corsi d'acqua a corso rapido. Si tratta di un
comune pesce da acquario della famiglia delle carpe e le informazioni sulla sua cura e sul suo allevamento si trovano
nella normale bibliografia sui pesci tropicali. La sua biologia e il suo impiego nella ricerca ittica sono stati riesaminati
da Laale (1).

Questo pesce, che supera raramente i 45 mm di lunghezza, ha il corpo di forma cilindrica, con 7-9 strisce orizzontali
blu scuro argentate che arrivano alla pinna caudale e anale. Il dorso è verde oliva. I maschi sono più sottili delle fem-
mine, le quali sono più argentate e presentano l'addome disteso, soprattutto prima della deposizione delle uova.

Gli esemplari adulti sono in grado di tollerare ampie fluttuazioni di temperatura, pH e durezza dell'acqua, ma per otte-
nere pesci sani che producano uova di buona qualità è necessario creare le condizioni ottimali.

Durante la deposizione delle uova, il maschio insegue e colpisce la femmina con la testa e feconda le uova appena
espulse. Le uova, trasparenti e non adesive, cadono sul fondo, dove possono essere mangiate dai genitori. La deposi-
zione delle uova viene influenzata dalla luce. Se la luce del mattino è adeguata, in genere il pesce depone le uova nelle
prime ore dopo l'alba.

Ogni femmina può produrre lotti di parecchie centinaia di uova a intervalli settimanali.

CONDIZIONI DEI PESCI RIPRODUTTORI, RIPRODUZIONE E STADI DI VITA PRECOCI

Scegliere un numero adeguato di pesci sani e tenerli in un'acqua adatta (cfr. ad esempio l'appendice 4) per almeno 2 set-
timane prima della deposizione delle uova progettata. È necessario consentire al gruppo di pesci di riprodursi almeno
una volta prima di produrre il lotto di uova da utilizzare nella prova. La densità dei pesci durante questo periodo non
dovrebbe superare 1 grammo di pesce per litro. La sostituzione regolare dell'acqua o l'uso di sistemi di purificazione
consente di mantenere una maggiore densità. La temperatura nelle di mantenimento dovrebbe essere mantenuta a 25 ±
2 °C. Il pesce deve avere una dieta varia che può essere costituita, per esempio, da mangime secco commerciale adatto,
individui vivi appena schiusi di Artemia, chironomidi, Daphnia ed oligocheti (Enchytrraeidae).

Di seguito vengono descritte due procedure che, nella pratica, hanno consentito di ottenere un lotto sufficiente di uova
sane e fecondate per effettuare la prova:

i) In una vasca contenente 50 litri di acqua di diluizione vengono posti 8 femmine e 16 maschi, schermati dalla luce
diretta e lasciati il più possibile indisturbati per almeno 48 ore. Nel pomeriggio precedente l'inizio della prova sul
fondo dell'acquario viene posto un vassoio per la deposizione delle uova, costituita da un telaio di plexiglas o di
altro materiale adatto alto 5-7 mm, con una rete a maglia grossa di 2-5 mm fissata sul lato superiore e una rete a
maglia fine di 10-30 lm sul fondo. Alla rete a maglia grossa sono attaccati numerosi «alberi di deposizione» formati
da corde di nylon non ritorte. I pesci vengono lasciati nell'oscurità per 12 ore, dopo di che viene accesa una luce
debole che darà inizio alla deposizione delle uova. Circa 2-4 ore dopo la deposizione delle uova si rimuove l'appo-
sito vassoio e si raccolgono le uova. Il vassoio impedisce ai pesci di cibarsi delle uova e, allo stesso tempo, consente
di raccoglierle facilmente. Il gruppo di pesci dovrebbe aver già deposto uova almeno una volta prima della deposi-
zione di quelle destinate alla prova.

ii) 5-10 pesci maschi e femmine vengono mantenuti singolarmente per almeno 2 settimane prima della deposizione
delle uova progettata. Dopo 5-10 giorni l'addome delle femmine apparirà disteso e saranno visibili le loro papille
genitali. I maschi non hanno papille. Le uova vengono deposte in apposite vasche fornite di un falso fondo di rete
(come descritto sopra). La vasca è riempita di acqua di diluizione, con una profondità di 5-10 cm al di sopra della
rete. Il giorno prima della prevista deposizione si introducono nella vasca una femmina e due maschi. La tempera-
tura dell'acqua viene progressivamente aumentata di un grado oltre la temperatura di acclimatazione. Si spegne la
luce e si lascia la vasca il più possibile indisturbata. Il mattino seguente si accende una luce debole che darà inizio
alla deposizione delle uova. Dopo 2-4 ore si rimuovono i pesci e si raccolgono le uova. Se sono necessarie più
uova rispetto a quelle ottenibili da una sola femmina si possono allestire contemporaneamente più vasche di depo-
sizione. Registrando il successo riproduttivo delle singole femmine prima della prova (numero e qualità delle uova
deposte), è possibile selezionare per l'allevamento le femmine che presentano maggiore successo riproduttivo.
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Le uova vanno trasferite nei recipienti di prova mediante tubi di vetro (diametro interno non inferiore a 4 mm), dotate
di bulbo contagocce flessibile. La quantità di acqua raccolta con le uova nel trasferimento dovrebbe essere la minima
possibile. Le uova sono più pesanti dell'acqua e colano fuori dal tubo. Occorre evitare che le uova (e le larve) vengano a
contatto con l'aria. Alcuni campioni del/i lotto/i vanno esaminati al microscopio per verificare che i primi stadi dello
sviluppo non presentino irregolarità. Non è consentito disinfettare le uova.

Il tasso di mortalità delle uova è massimo entro le prime 24 ore dalla fecondazione. Spesso, in questo periodo, si regi-
stra una mortalità che varia tra il 5 e il 40 %. Le uova degenerano se non sono fecondate o per difetti dello sviluppo.
Sembra che la qualità delle uova dipenda dalla femmina; infatti, alcune femmine producono costantemente uova di
buona qualità, altre non vi riescono mai. Anche la velocità di sviluppo e la percentuale di schiusa variano da un lotto
all'altro. Le uova fecondate e le larve con sacco vitellino sopravvivono bene, generalmente per oltre il 90 %. A 25 °C le
uova si schiudono 3-5 giorni dopo la fecondazione e il sacco vitellino viene assorbito all'incirca 13 giorni dopo la
fecondazione.

Lo sviluppo embrionale è stato accuratamente descritto da Hisaoka e Battle (2). Grazie alla trasparenza delle uova e delle
larve dopo la schiusa è possibile seguire lo sviluppo del pesce e osservare la presenza di eventuali malformazioni. Circa
4 ore dopo la deposizione è possibile distinguere le uova non fecondate da quelle fecondate (3). Per effettuare questo
esame si pongono uova e larve in recipienti di prova di dimensioni ridotte e le si studiano al microscopio.

Le condizioni di esecuzione della prova che si applicano ai primi stadi di vita sono specificate nell'appendice 2.

I valori ottimali del pH e della durezza dell'acqua di diluizione sono rispettivamente 7,8 e 250 mg CaCO3/l respectively.

CALCOLI E STATISTICA

Si propone un approccio a due fasi. Anzitutto si analizzano statisticamente i dati sulla mortalità, sulle anomalie dello
sviluppo e sul tempo di schiusa. Poi si valuta statisticamente la lunghezza del corpo, per le concentrazioni alle quali
non sono stati rilevati effetti negativi per nessuno dei precedenti parametri. Si consiglia questo approccio in quanto la
sostanza tossica può uccidere selettivamente i pesci più piccoli, ritardare il tempo di schiusa e indurre gravi malforma-
zioni, influenzando così i valori relativi alla lunghezza. Inoltre il numero di pesci da misurare per ogni trattamento sarà
all'incirca uguale, garantendo così la validità dei dati statistici.

DETERMINAZIONE DELLA CL50 E DELLA CE50

Si calcola la percentuale di uova e larve sopravvissute e la si corregge in base alla mortalità riscontrata nei controlli,
mediante la formula di Abbot (4):

P = 100 ¯
C ¯ P0

C
× 100

� �
dove

P = % sopravvivenza corretta

P¡ = % sopravvivenza osservata nella concentrazione di prova

C = % sopravvivenza nel controllo

Se possibile, la CL50 viene determinata alla fine della prova mediante un metodo adeguato.

Per includere nel calcolo statistico della CE50 anche le anomalie morfologiche, si rimanda a Stephan (5).

STIMA DEI VALORI DI LOEC E NOEC

Uno degli obiettivi della prova sulle uova e sulle larve con sacco vitellino è paragonare le concentrazioni diverse da zero
con il controllo, cioè determinare la LOEC. Occorre dunque utilizzare procedure di comparazione multipla (6) (7) (8)
(9) (10).
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APPENDICE 4

ALCUNE CARATTERISTICHE CHIMICHE DI UN'ACQUA DI DILUIZIONE ACCETTABILE

Sostanza Concentrazioni

Particolato < 20 mg/l

Carbonio organico totale < 2 mg/l

Ammoniaca non ionizzata < 1 lg/l

Cloro residuo < 10 lg/l

Pesticidi organofosforati totali < 50 ng/l

Pesticidi organoclorurati totali più difenili policlorurati < 50 ng/l

Cloro organico totale < 25 ng/l
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C.16. API MELLIFERE � TEST DI TOSSICITÀ ORALE ACUTA

1. METODO

Questo metodo di test della tossicità acuta corrisponde al TG 213 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Questo test di tossicità è un metodo di laboratorio progettato per valutare la tossicità orale acuta dei fitofar-
maci e di altre sostanze chimiche sulle api operaie adulte.

Per determinare e valutare le proprietà tossiche delle sostanze può rendersi necessario determinare la tossicità
orale acuta sulle api, ad esempio in caso di probabile esposizione di api a una data sostanza. Il test di tossicità
orale acuta viene eseguito per determinare la tossicità intrinseca dei pesticidi e di altre sostanze chimiche sulle
api. In base ai risultati di tale test si valuta la necessità di effettuare analisi più approfondite. In particolare que-
sto metodo può essere applicato per valutare i rischi che i pesticidi presentano per le api nell'ambito di un
programma di test a più fasi che prevede in sequenza l'esecuzione di test in laboratorio, di esperimenti con-
dotti parzialmente di semi-campo ed altri di campo (1). I pesticidi possono essere testati come principi attivi
(p.a.) oppure come prodotti formulati.

Per verificare la sensibilità delle api e la precisione della procedura del test si utilizza una sostanza tossica stan-
dard.

1.2. DEFINIZIONI

Tossicità orale acuta: effetti avversi che si verificano entro un massimo di 96 ore dalla somministrazione
orale di una dose singola della sostanza in esame.

Dose: quantità della sostanza di prova consumata, espressa in termini di massa (lg) della sostanza per animale
sperimentale (lg/ape). Non è possibile calcolare la dose reale per ogni ape, in quanto le api vengono alimen-
tate tutte insieme, ma si può fare una stima della dose media (sostanza consumata in totale/numero di api in
una gabbia).

DL50 (Dose Letale Mediana) orale: dose singola, calcolata statisticamente, di una sostanza in grado di provo-
care la morte del 50 % degli animali se somministrata per via orale. Il valore della DL50 si esprime in lg di
sostanza di prova per ape. Nel caso dei pesticidi la sostanza di prova può essere un principio attivo (p.a.) o un
prodotto formulato contenente uno o più principi attivi.

Mortalità: si registra la morte di un animale quando l'esemplare resta completamente immobile.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO UTILIZZATO

Si espongono api operaie adulte (Apis mellifera) a un range di dosi della sostanza in esame dispersa in solu-
zioni di saccarosio. Successivamente si alimentano le api con la stessa dieta, senza la sostanza in esame. Per
almeno 48 ore si registra quotidianamente la mortalità e la si confronta con i valori di controllo. Se il tasso di
mortalità aumenta fra le 24 ore e le 48 ore mentre la mortalità dei controlli resta a livelli accettabili, ovvero
Ä 10 %, il test deve essere protratto fino a un massimo di 96 ore. Si analizzano i risultati per calcolare la DL50
a 24 ore e 48 ore e, nel caso lo studio venga prolungato, a 72 ore e 96 ore.

1.4. VALIDITÀ DEL TEST

Perché un test sia valido devono realizzarsi le seguenti condizioni:

� la mortalità media del numero totale dei controlli non deve superare il 10 % alla fine del test,

� la DL50 della sostanza tossica standard corrisponde al range specificato.

1.5. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.5.1. Raccolta delle api

Si utilizzano giovani api operaie adulte della stessa razza, della stessa età, alimentate allo stesso modo ecc. Le
api vanno prelevate da colonie con regina, devono essere adeguatamente nutrite e sane e, per quanto possibile,
esenti da malattie con storia e condizioni fisiologiche note. Possono essere raccolte la mattina del test o la sera
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prima e vanno tenute in condizioni sperimentali fino al giorno successivo. Si prestano a tale fine le api rac-
colte da telaini senza covata. È meglio evitare di raccogliere gli insetti all'inizio della primavera o alla fine del-
l'autunno, poiché in tali periodi il loro stato fisiologico è alterato. Dovendo eseguire i test all'inizio della pri-
mavera o alla fine dell'autunno, si possono tenere le api in un'incubatrice e allevarle per una settimana con
polline raccolto dal favo e soluzione di saccarosio. Le api trattate con sostanze chimiche quali antibiotici, pro-
dotti anti-Varroa ed altri non possono essere utilizzate nei test di tossicità prima di quattro settimane dalla fine
dell'ultimo trattamento.

1.5.2. Condizioni di mantenimento e alimentazione

Si usano gabbie facili da pulire e ben ventilate di qualsiasi materiale adatto: acciaio inossidabile, reti di ferro,
plastica o legno monouso. Il numero ideale è di dieci api per gabbia. Le dimensioni delle gabbie devono essere
adeguate al numero di api per garantire uno spazio sufficiente.

Le api devono essere mantenute nell'oscurità in una stanza sperimentale a una temperatura di 25 ± 2 °C.
L'umidità relativa (normalmente tra 50-70 %) va registrata durante tutto il test. Le procedure di manipolazione,
compresi il trattamento e le osservazioni, possono essere condotte in presenza di luce (naturale). L'alimenta-
zione è costituita da una soluzione di saccarosio in acqua ad una concentrazione finale di 500 g/l (50 % p/v).
Dopo aver somministrato le dosi sperimentali, le api vanno alimentate per tutta la durata del test. Il sistema di
alimentazione deve consentire di registrare l'assunzione di cibo per ogni gabbia (cfr. sezione 1.6.3.1). Come
tale si può usare una pipetta di vetro (lunga 50 mm e larga 10 mm circa con l'estremità aperta ristretta a circa
2 mm di diametro).

1.5.3. Preparazione delle api

Le api raccolte vengono collocate per randomizzazione nelle gabbie, a loro volta poste in maniera randomiz-
zata nella stanza sperimentale.

Prima di iniziare il test si possono lasciare le api a digiuno per un massimo di 2 ore. Si raccomanda di privare
le api del cibo prima del trattamento in modo che all'inizio del test risultino tutte uguali per contenuto intesti-
nale. Prima di cominciare il test occorre scartare le eventuali api moribonde e sostituirle con api sane.

1.5.4. Preparazione delle dosi

Se la sostanza di prova è un composto idromiscibile, la si può disperdere direttamente in una soluzione di sac-
carosio al 50 %. Per i prodotti tecnici e le sostanze a bassa idrosolubilità è possibile usare veicoli come i sol-
venti organici, gli emulsionanti e i disperdenti scarsamente tossici per le api (quali acetone, dimetilformam-
mide, dimetilsolfossido). La concentrazione del veicolo dipende dalla solubilità della sostanza di prova e deve
essere uguale per tutte le concentrazioni testate. Generalmente, però, non si dovrebbe superare una concentra-
zione dell'1 %, che risulta essere la più appropriata.

Occorre preparare adeguate soluzioni di controllo; quando si utilizza un solvente o un disperdente per solubi-
lizzare la sostanza vanno usati due gruppi di controllo separati: una soluzione in acqua e una soluzione di sac-
carosio con il solvente/veicolo alla concentrazione usata nelle soluzioni di dosaggio.

1.6. PROCEDURA

1.6.1. Gruppi sperimentali e gruppi di controllo

Il numero di dosi e di repliche testati deve soddisfare i requisiti statistici per la determinazione della DL50 con
limiti di affidabilità del 95 %. Per il test sono di solito necessarie cinque dosi in serie geometriche, con un fat-
tore non superiore a 2,2 e che coprano il range della DL50. È tuttavia necessario determinare il fattore di dilui-
zione e il numero di concentrazioni per dosaggio, in relazione alla pendenza della curva di tossicità (dose/mor-
talità) e tenendo conto del metodo statistico scelto per l'analisi dei risultati. Un test di ricerca del range per-
mette di scegliere le concentrazioni adeguate per dosaggio.

Con ogni concentrazione utilizzata vanno effettuate almeno 3 repliche, ognuna di dieci api. Oltre alle serie
sperimentali è necessario analizzare almeno tre lotti di controllo, ognuno di dieci api. Occorrono 3 gruppi di
controllo anche per i solventi/veicoli usati (cfr. sezione 1.5.4).

1.6.2. Sostanza tossica standard

Nelle serie sperimentali deve essere inclusa una sostanza tossica standard. Occorre selezionare almeno tre dosi
che coprano il valore atteso di DL50. Per ciascuna dose si utilizzano almeno tre gabbie, ognuna contenente
dieci api. La sostanza tossica di elezione è il dimetoato, per il quale la DL50 sulle 24 ore per somministrazione
orale si colloca tra 0,10 e 0,35 lg p.a./ape (2). Tuttavia sono accettabili anche altre sostanze tossiche standard
di cui occorre avere dati sufficienti per verificare la risposta attesa rispetto alla dose (ad esempio il parathion).
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1.6.3. Esposizione

1.6.3.1. Somministrazione delle dosi

Ogni gruppo sperimentale di api deve ricevere 100-200 ll di soluzione di saccarosio/acqua al 50 % contenente
la sostanza in esame alla concentrazione adeguata. Per i prodotti a bassa solubilità, bassa tossicità o bassa con-
centrazione nella formulazione è necessario aumentare il volume, in quanto vanno usate proporzioni maggiori
nella soluzione di saccarosio. È necessario monitorare la quantità di cibo trattato consumato da ciascun
gruppo. Una volta vuoto (in genere entro 3-4 ore), l'alimentatore va tolto dalla gabbia e sostituito con un altro
contenente solo la soluzione di saccarosio. Le soluzioni di saccarosio vengono quindi somministrate ad libi-
tum. Per alcune sostanze a concentrazioni elevate è possibile che le api rifiutino l'alimentazione trattata. Anche
se le quantità consumate sono ridotte, dopo un massimo di 6 ore il cibo trattato non consumato va comunque
sostituito con la soluzione di solo saccarosio. È necessario valutare la quantità di cibo trattato consumato (ad
esempio con misurazione del peso/volume del cibo trattato rimanente).

1.6.3.2. Durata

Il test dovrebbe durare 48 ore dal momento della sostituzione della soluzione di prova con la soluzione di solo
saccarosio. Se la mortalità continua ad aumentare di oltre il 10 % dopo le prime 24 ore, la durata del test va
prolungata fino ad un massimo di 96 ore, sempre che la mortalità fra i controlli non superi il 10 %.

1.6.4. Osservazioni

La mortalità viene registrata 4 ore dopo l'inizio del test e in seguito dopo 24 ore e 48 ore dalla somministrazi-
one della dose. In caso di prolungamento del periodo di osservazione occorre effettuare altre valutazioni a
intervalli di 24 ore, fino a un massimo di 96 ore, sempre che la mortalità nei controlli non superi il 10 %.

È necessario stimare la quantità di cibo trattato consumato da ciascun gruppo. Il confronto fra la quantità con-
sumata di cibo trattato e non trattato entro le 6 ore può fornire informazioni sulla gustosità della dieta trat-
tata.

Vanno registrate tutte le anomalie del comportamento osservate durante il periodo di svolgimento del test.

1.6.5. Test limite

In alcuni casi (ad esempio quando si presume che la sostanza di prova sia poco tossica) si può eseguire un test
limite utilizzando 100 lg p.a./ape per dimostrare che la DL50 è maggiore di tale valore. La procedura da
seguire è la stessa, comprese le tre repliche per dose di prova, i controlli, la valutazione della quantità di cibo
trattato consumato e l'uso della sostanza tossica standard. Se si verificano casi di mortalità occorre effettuare
uno studio completo. Se si verificano effetti subletali, è necessario registrarli (cfr. sezione 1.6.4).

2. DATI E RELAZIONE

2.1. DATI

I dati vanno riassunti in una tabella che evidenzi il numero di api usate, la mortalità a ogni osservazione e il
numero di api con comportamento anomalo per ogni gruppo di trattamento, di controllo e relativo alla
sostanza tossica standard. Per analizzare i dati della mortalità occorrono metodi statistici adeguati (ad esempio
analisi probit, media mobile, probabilità binomiale) (3) (4). Occorre tracciare curve dose-risposta per ogni
tempo di osservazione raccomandato e calcolare le pendenze delle curve e le dosi letali mediane (DL50) con
limiti di affidabilità al 95 %. Le correzioni per la mortalità fra i controlli possono essere effettuate con il
metodo di Abbott (4) (5). Quando il cibo trattato non viene consumato completamente è necessario determi-
nare la dose della sostanza in esame consumata da ciascun gruppo. La DL50 va espressa in lg di sostanza di
prova per ape.

2.2. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere le seguenti informazioni:

2.2.1. Sostanza di prova:

� natura fisica e proprietà fisico-chimiche rilevanti (ad esempio stabilità nell'acqua, tensione di vapore),

� dati chimici di identificazione, compresi formula di struttura, purezza (per i pesticidi: identità e concentra-
zione del/i principio/i attivo/i).
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2.2.2. Animali sperimentali:

� nome scientifico della specie, razza, età approssimativa (in settimane), metodo e data di raccolta,

� informazioni sulle colonie usate per la raccolta, compresi stato di salute, eventuali malattie degli esemplari
adulti, eventuali pre-trattamenti, ecc.

2.2.3. Condizioni di esecuzione del test:

� temperatura e umidità relativa della stanza sperimentale,

� condizioni di alloggiamento, compresi tipo, dimensioni e materiale delle gabbie,

� metodi di preparazione delle soluzioni madri e sperimentali (indicare eventuale solvente e relativa concen-
trazione),

� disegno sperimentale, ad esempio numero delle concentrazioni della sostanza in esame utilizzata, numero
dei controlli; per ciascuna concentrazione e ciascun controllo, numero di gabbie e numero di api per gab-
bia,

� data del test.

2.2.4. Risultati:

� risultati dello studio preliminare di ricerca del range, se effettuato,

� dati primari: mortalità per ciascuna dose testata in funzione dei diversi tempi di osservazione,

� grafico delle curve dose-risposta alla fine del test,

� valori della DL50 con limiti di affidabilità al 95 %, per i singoli tempi di osservazione raccomandati per la
sostanza di prova e la sostanza tossica standard,

� procedure statistiche usate per determinare la DL50,

� mortalità fra i controlli,

� altri effetti biologici osservati o misurati, quali comportamento anomalo delle api (compreso il rifiuto della
dose sperimentale), quantità di cibo consumato nei gruppi trattati e non trattati,

� eventuali deviazioni dalle procedure sperimentali qui descritte ed eventuali altre informazioni pertinenti.
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C.17. API MELLIFERE � TEST DI TOSSICITÀ ACUTA PER CONTATTO

1. METODO

Questo metodo di test della tossicità acuta corrisponde al TG 214 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Questo test di tossicità è un metodo di laboratorio progettato per valutare la tossicità acuta per contatto dei
fitofarmaci e di altre sostanze chimiche sulle api operaie adulte.

Per determinare e valutare le proprietà tossiche delle sostanze può rendersi necessario determinare la tossicità
acuta per contatto nelle api, ad esempio in caso di probabile esposizione di api a una data sostanza. Il test di
tossicità acuta per contatto viene eseguito per determinare la tossicità intrinseca dei pesticidi e di altre sostanze
chimiche sulle api. In base ai risultati di tale test si valuta la necessità di effettuare analisi più approfondite. In
particolare questo metodo può essere applicato per valutare i rischi che i pesticidi presentano per le api nel-
l'ambito di un programma di test a più fasi che prevede in sequenza l'esecuzione di test in laboratorio, di espe-
rimenti condotti di semi-campo ed altri di campo (1). I pesticidi possono essere testati come principi attivi
(p.a.) oppure come prodotti formulati.

Per verificare la sensibilità delle api e la precisione della procedura del test si utilizza una sostanza tossica stan-
dard.

1.2. DEFINIZIONI

Tossicità acuta per contatto: effetti avversi che si verificano entro un massimo di 96 ore dall'applicazione
topica di una dose singola di una sostanza.

Dose: quantità della sostanza di prova applicata. La dose si esprime in termini di massa (lg) della sostanza per
animale sperimentale (lg/ape).

DL50 (Dose Letale Mediana) per contatto: dose singola, calcolata statisticamente, di una sostanza in grado
di provocare la morte del 50 % degli animali se somministrata per contatto. Il valore della DL50 si esprime in
lg di sostanza di prova per ape. Nel caso dei pesticidi la sostanza di prova può essere un principio attivo (p.a.)
o un prodotto formulato contenente uno o più principi attivi.

Mortalità: si registra la morte di un animale quando l'esemplare resta completamente immobile.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO UTILIZZATO

Si espongono api operaie adulte (Apis mellifera) a un range di dosi della sostanza in esame disciolta in un vei-
colo adeguato, per applicazione diretta sul torace (goccioline). La durata del test è di 48 ore. Se il tasso di mor-
talità aumenta fra le 24 ore e le 48 ore mentre la mortalità dei controlli resta a livelli accettabili, ovvero
Ä 10 % il test deve essere protratto fino a un massimo di 96 ore. La mortalità va registrata quotidianamente e
confrontata con i valori di controllo. I risultati vengono analizzati per calcolare la DL50 a 24 ore e 48 ore e,
nel caso lo studio sia prolungato, a 72 ore e 96 ore.

1.4. VALIDITÀ DEL TEST

Perché un test sia valido devono realizzarsi le seguenti condizioni:

� la mortalità media del numero totale dei controlli non deve superare il 10 % alla fine del test,

� la DL50 della sostanza tossica standard corrisponde al range specificato.

1.5. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.5.1. Raccolta delle api

Si utilizzano giovani api operaie adulte della stessa razza, della stessa età, alimentate allo stesso modo ecc. Le
api vanno prelevate da colonie con regina, devono essere adeguatamente nutrite e sane e, per quanto possibile,
esenti da malattie con storia e condizioni fisiologiche note. Possono essere raccolte la mattina del test o la sera
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prima e vanno tenute in condizioni sperimentali fino al giorno successivo. Si prestano a tale fine le api rac-
colte da telaini senza covata. È meglio evitare di raccogliere gli insetti all'inizio della primavera o alla fine del-
l'autunno, poiché in tali periodi il loro stato fisiologico è alterato. Dovendo eseguire i test all'inizio della pri-
mavera o alla fine dell'autunno, si possono tenere le api in un'incubatrice e allevarle per una settimana con
polline raccolto dal favo e soluzione di saccarosio. Le api trattate con sostanze chimiche quali antibiotici, pro-
dotti anti-Varroa ed altri non possono essere utilizzate nei test di tossicità prima di quattro settimane dalla fine
dell'ultimo trattamento.

1.5.2. Condizioni di mantenimento e alimentazione

Si usano gabbie facili da pulire e ben ventilate di qualsiasi materiale adatto: acciaio inossidabile, reti di ferro,
plastica, legno monouso, e così via. Le dimensioni delle gabbie devono essere adeguate al numero delle api
per garantire uno spazio sufficiente. Si consiglia di mettere gruppi di dieci api per ogni gabbia.

Le api devono essere mantenute nell'oscurità in una stanza sperimentale a una temperatura di 25 ± 2 °C.
L'umidità relativa (normalmente tra 50-70 %) va registrata durante tutto il test. Le procedure di manipolazione,
compresi il trattamento e le osservazioni, possono essere condotte in presenza di luce (naturale). L'alimenta-
zione, fornita per tutta la durata del test, è costituita da una soluzione di saccarosio in acqua ad una concen-
trazione finale di 500 g/l (50 % p/v) ed è somministrata tramite un alimentatore per api. Come tale si può
usare una pipetta di vetro (lunga 50 mm e larga 10 mm circa con l'estremità aperta ristretta a circa 2 mm di
diametro).

1.5.3. Preparazione delle api

Le api raccolte possono essere anestetizzate con anidride carbonica o azoto per l'applicazione della sostanza di
prova. La quantità di anestetico e i tempi di esposizione devono essere minimi. Prima di cominciare il test
occorre scartare le eventuali api moribonde e sostituirle con api sane.

1.5.4. Preparazione delle dosi

La sostanza di prova va applicata come soluzione in un veicolo, ad esempio un solvente organico o una solu-
zione acquosa con un agente umettante. Come solvente organico è preferibile l'acetone, ma si possono utiliz-
zare anche altri solventi organici (come la dimetilformammide e il dimetilsolfossido). Per i prodotti formulati
dispersi in acqua e le sostanze organiche altamente polari non solubili in solventi organici può risultare più
semplice applicare le soluzioni preparandole in una soluzione debole di un agente umettante comunemente in
commercio (ad esempio Agral, Cittowett, Lubrol, Triton, Tween).

Occorre preparare adeguate soluzioni di controllo: quando si utilizza un solvente o un disperdente per solubi-
lizzare la sostanza, vanno usati due gruppi di controllo separati: uno trattato con acqua e l'altro con il sol-
vente/disperdente.

1.6. PROCEDURA

1.6.1. Gruppi sperimentali e gruppi di controllo

Il numero di dosi e di repliche testati deve soddisfare i requisiti statistici per la determinazione della DL50 con
limiti di affidabilità del 95 %. Per il test sono di solito necessarie cinque dosi in serie geometriche, con un fat-
tore non superiore a 2,2 e che coprano il range della DL50. è tuttavia necessario determinare il numero di dosi,
in relazione alla pendenza della curva di tossicità (dose/ mortalità) e tenendo conto del metodo statistico scelto
per l'analisi dei risultati. Un test di ricerca del range permette di scegliere le dosi adeguate.

Con ogni concentrazioneutilizzata vanno effettuate almeno tre repliche, ognuna di dieci api.

Oltre alle serie sperimentali è necessario analizzare almeno tre lotti di controllo, ognuno di dieci api. Dovendo
utilizzare un solvente organico o un agente umettante occorre aggiungere altri tre lotti di controllo, di dieci
api ciascuno, per il solvente o l'agente umettante.

1.6.2. Sostanza tossica standard

Nelle serie sperimentali deve essere inclusa una sostanza tossica standard. Occorre selezionare almeno tre dosi
che coprano il valore atteso di DL50. Per ciascuna dose si utilizzano almeno tre gabbie, ognuna contenente
dieci api. La sostanza tossica di elezione è il dimetoato, per il quale la DL50 sulle 24 ore per contatto si colloca
tra 0,10 e 0,30 lg p.a./ape (2). Tuttavia sono accettabili anche altre sostanze tossiche standard di cui occorre
avere dati sufficienti per verificare la risposta attesa rispetto alla dose (ad esempio il parathion).
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1.6.3. Esposizione

1.6.3.1. Somministrazione delle dosi

Le api vengono anestetizzate e trattate una per una con applicazione topica. L'assegnazione delle diverse dosi
sperimentali e dei controlli è fatta per randomizzazione. Con un microapplicatore si applica 1 ll di soluzione
contenente la sostanza di prova alla corretta concentrazione nella porzione dorsale del torace di ciascuna ape.
Se si utilizza una quantità diversa, occorre precisarne le ragioni. Dopo l'applicazione le api vengono assegnate
alle gabbie e alimentate con soluzioni di saccarosio.

1.6.3.2. Durata

Di preferenza, il test deve durare 48 ore. Se la mortalità aumenta di oltre il 10 % fra le 24 ore e le 48 ore, la
durata del test va prolungata fino ad un massimo di 96 ore, sempre che la mortalità fra i controlli non superi
il 10 %.

1.6.4. Osservazioni

La mortalità va registrata 4 ore dopo l'applicazione e, successivamente, alla ventiquattresima e quarantottesima
ora. In caso di prolungamento del periodo di osservazione occorre effettuare altre valutazioni a intervalli di 24
ore, fino a un massimo di 96 ore, sempre che la mortalità fra i controlli non superi il 10 %.

È necessario registrare tutte le anomalie del comportamento osservate durante il test.

1.6.5. Test limite

In alcuni casi (ad esempio quando si presume che la sostanza di prova sia poco tossica) si può eseguire un test
limite utilizzando 100 lg p.a./ape per dimostrare che la DL50 è maggiore di tale valore. La procedura da
seguire è la stessa, comprese le tre repliche per dose di prova, i controlli e l'uso della sostanza tossica standard.
Se si verificano casi di mortalità occorre effettuare uno studio completo. Se si verificano effetti subletali, è
necessario registrarli (cfr. sezione 1.6.4).

2. DATI E RELAZIONE

2.1. DATI

I dati vanno riassunti in una tabella che evidenzi il numero di api usate, la mortalità a ogni osservazione e il
numero di api con comportamento anomalo per ogni gruppo di trattamento, di controllo e relativo alla
sostanza tossica standard. Per analizzare i dati della mortalità occorrono metodi statistici adeguati (ad esempio
analisi probit, media mobile, probabilità binomiale) (3) (4). Occorre tracciare curve dose-risposta per ogni
tempo di osservazione raccomandato (cioè 24 ore, 48 ore ed eventualmente 72 ore e 96 ore) e calcolare le
pendenze delle curve e le dosi letali mediane (DL50) con limiti di affidabilità al 95 %. Le correzioni per la mor-
talità fra i controlli possono essere effettuate con il metodo di Abbott (4) (5). La DL50 va espressa in lg di
sostanza di prova per ape.

2.2. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere le seguenti informazioni:

2.2.1. Sostanza di prova:

� natura fisica e proprietà fisico-chimiche (ad esempio stabilità nell'acqua, tensione di vapore),

� dati chimici di identificazione, compresi formula di struttura, purezza (per i pesticidi: identità e concentra-
zione del/i principio/i attivo/i).

2.2.2. Animali sperimentali:

� nome scientifico della specie, razza, età approssimativa (in settimane), metodo e data di raccolta,

� informazioni sulle colonie usate per la raccolta, compresi stato di salute, eventuali malattie degli esemplari
adulti, eventuali pre-trattamenti, ecc.
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2.2.3. Condizioni di esecuzione del test:

� temperatura e umidità relativa della stanza sperimentale,

� condizioni di alloggiamento, compresi tipo, dimensioni e materiale delle gabbie,

� metodi di somministrazione della sostanza di prova, ad esempio solvente veicolo usato, volume della solu-
zione di prova applicata, anestetici usati,

� disegno sperimentale, ad esempio numero delle dosi sperimentali usate, numero dei controlli; per ciascuna
dose e ciascun controllo, numero di gabbie e numero di api per gabbia,

� data del test.

2.2.4. Risultati:

� risultati dello studio preliminare di ricerca del range, se effettuato,

� dati primari: mortalità per ciascuna concentrazione testata in funzione dei diversi tempi di osservazione,

� grafico delle curve dose-risposta alla fine del test,

� valori della DL50 con limiti di affidabilità al 95 %, per i singoli tempi di osservazione raccomandati per la
sostanza di prova e la sostanza tossica standard,

� procedure statistiche usate per determinare la DL50,

� mortalità fra i controlli,

� altri effetti biologici osservati o misurati ed eventuali risposte anomale delle api,

� eventuali deviazioni dalle procedure del metodo sperimentale qui descritte ed eventuali altre informazioni
pertinenti.
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C.18. ADSORBIMENTO/DESORBIMENTO: METODO DISCONTINUO ALL'EQUILIBRIO

1. METODO

Il metodo discontinuo all'equilibrio qui descritto è una replica di: OECD TG 106 for the Determination of Soil
Adsorption/Desorption, Using a Batch Equilibrium Method (2000).

1.1. INTRODUZIONE

Nell'elaborazione del presente metodo sono stati presi in conto i risultati di una sperimentazione circolare e di
un workshop per la selezione dei terreni in vista della messa a punto di una prova di adsorbimento (1) (2) (3)
(4), nonché le linee direttrici già esistenti sul piano nazionale (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

Gli studi sull'adsorbimento/desorbimento sono utili per ottenere conoscenze essenziali in merito alla mobilità
dei composti chimici e alla loro distribuzione nei comparti terreno, acqua ed aria della biosfera (12) (13) (14)
(15) (16) (17) (18) (19) (20) (21). Queste conoscenze possono servire, per esempio, a prevedere o valutare la
disponibilità di un prodotto chimico sotto vari aspetti: degradazione (22) (23); trasformazione ed assimilazione
da parte degli organismi viventi (24); dilavamento attraverso il profilo del terreno (16) (18) (19) (21) (25) (26)
(27) (28); volatilità a partire dal terreno (21) (29) (30); passaggio dalla superficie del terreno alle acque naturali
(18) (31) (32). I dati sull'adsorbimento possono essere impiegati a fini di comparazione e di modellizzazione
(19) (33) (34) (35).

La distribuzione di un prodotto chimico fra il terreno e le fasi acquose è un processo complicato, che dipende
da svariati fattori: la natura chimica della sostanza (12) (36) (37) (38) (39) (40), le caratteristiche dei terreni (4)
(12) (13) (14) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) (49) e i fattori climatici (precipitazioni, temperatura, luce
solare, vento). I numerosi fenomeni e meccanismi coinvolti nel processo di adsorbimento di una sostanza chi-
mica non possono essere definiti completamente attraverso un modello semplificato di laboratorio, sul tipo di
quello qui proposto. Nondimeno, pur non permettendo di coprire tutti i casi che possono manifestarsi nella
realtà, il presente tentativo fornisce informazioni utili sulla rilevanza ambientale dell'adsorbimento di una
sostanza chimica.

Cfr. anche l'Introduzione generale.

1.2. CAMPO DI APPLICAZIONE

Il metodo è destinato a valutare il comportamento di una data sostanza sotto l'aspetto del suo adsorbimento/
desorbimento nei vari tipi di terreno. Esso ha lo scopo di ricavare un valore del sorbimento che possa essere
impiegato per prevedere la ripartizione della sostanza entro un'intera gamma di condizioni ambientali; a tale
fine, per ciascun prodotto chimico considerato, si procede a determinare i coefficienti di adsorbimento all'equi-
librio su vari tipi di terreno, in funzione delle caratteristiche del terreno stesso (ad esempio contenuto in car-
bonio organico, contenuto in argilla, struttura, pH). Per coprire nel modo più ampio possibile le interazioni di
una data sostanza con i suoli, nelle condizioni in cui essi si presentano effettivamente in natura, è necessario
impiegare vari tipi di terreno.

Ai fini del presente metodo, per adsorbimento s'intende il processo col quale un prodotto chimico si lega alla
superficie dei terreni; non viene fatta differenza fra i vari processi di adsorbimento (adsorbimento chimico e
fisico) ed altri processi, come la degradazione catalitica in superficie, l'adsorbimento in massa o le reazioni chi-
miche. Non si è tenuto conto dell'adsorbimento che si verifica sulle particelle colloidali (diametro < 0,2 lm)
generate dai terreni.

Per i vari tipi di terreno, si è ritenuto che i parametri di maggiore importanza dal punto di vista dell'adsorbi-
mento siano il contenuto in carbonio organico (3) (4) (12) (13) (14) (41) (43) (44) (45) (46) (47) (48), il conte-
nuto in argilla e la struttura del terreno (3) (4) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48), e, per i composti ionizza-
bili, il pH (3) (4) (42). Si è tenuto altresì conto: della capacità effettiva di scambio cationico (CESC), del conte-
nuto in ossidi amorfi di ferro e di alluminio, particolarmente per i terreni vulcanici e tropicali (4), e della
superficie specifica (49).

Il metodo è destinato a valutare l'adsorbimento di un prodotto chimico su vari tipi di terreno, entro una
gamma variabile di contenuti di carbonio organico e di argilla, di struttura e di pH del terreno. Esso consiste
in tre momenti:

Primo momento: studi preliminari destinati a determinare:

� il rapporto terreno/soluzione,

� il tempo di equilibrio per l'adsorbimento e la quantità della sostanza sotto esame
che risulta adsorbita all'equilibrio,

� l'adsorbimento della sostanza sotto esame alla superficie dei recipienti e la stabilità
della sostanza sotto esame lungo tutta la durata dell'esperimento.

Secondo momento: prova di selezione: l'adsorbimento viene studiato su cinque diversi tipi di terreno, attra-
verso la cinetica di adsorbimento a concentrazione singola e la successiva determina-
zione dei coefficienti di distribuzione Kd e Koc.
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Terzo momento: determinazione delle isoterme di adsorbimento di Freundlich, per determinare l'in-
fluenza della concentrazione sull'entità dell'adsorbimento nei terreni.

Studio di desorbimento attraverso la cinetica di desorbimento/isoterme di desorbimento
di Freundlich (appendice 1).

1.3. DEFINIZIONI E UNITÀ

Simbolo Definizione Unità

Ati
percentuale di adsorbimento al tempo ti %

Aeq percentuale di adsorbimento all'equilibrio di adsorbimento %

ms
ads(ti) massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno al tempo ti lg

ms
ads(Dti) massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno durante l'inter-

vallo di tempo Dti

lg

ms
ads(eq) massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno all'equilibrio di

adsorbimento
lg

m0 massa della sostanza sotto esame contenuta nella provetta, all'inizio
della prova di adsorbimento

lg

mm
ads(ti) massa della sostanza sotto esame misurata in un'aliquota (va

A) al tempo
ti

lg

maq
ads(eq) massa della sostanza nella soluzione all'equilibrio di adsorbimento lg

msoil quantità in massa della fase terreno, riferita al secco g

Cst concentrazione di massa della soluzione di riserva della sostanza lg cm¯3

C0 concentrazione iniziale di massa della soluzione in esame a contatto
col terreno

lg cm¯3

Caq
ads(ti) concentrazione di massa della sostanza nella fase acquosa al tempo ti

in cui l'analisi viene effettuata
lg cm¯3

Cs
ads(eq) contenuto della sostanza adsorbita sul terreno all'equilibrio di adsorbi-

mento
lg g¯1

Caq
ads(eq) concentrazione di massa della sostanza nella fase acquosa all'equilibrio

di adsorbimento
lg cm¯3

V0 volume iniziale della fase acquosa a contatto col terreno durante la
prova di adsorbimento

cm3

va
A volume dell'aliquota in cui viene misurata la sostanza sotto esame cm3

Kd coefficiente di distribuzione per l'adsorbimento cm3 g¯1

Koc coefficiente di adsorbimento normalizzato per il carbonio organico cm3 g¯1

Kom coefficiente di distribuzione normalizzato per la sostanza organica cm3 g¯1

KF
ads coefficiente di adsorbimento secondo Freundlich lg 1¯1/n (cm3) 1/n g¯1

1/n esponente di Freundlich

Dti
percentuale di desorbimento al tempo ti %

DDti
percentuale di desorbimento durante l'intervallo di tempo Dti %

Kdes coefficiente apparente di desorbimento cm3 g¯1

KF
des coefficiente di desorbimento secondo Freundlich lg 1-1/n (cm3) 1/n g¯1

maq
des (ti) massa della sostanza sotto esame desorbita dal terreno al tempo ti lg
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Simbolo Definizione Unità

maq
des (Dti) massa della sostanza sotto esame desorbita dal terreno durante l'inter-

vallo di tempo Dti

lg

mm
des(eq) massa della sostanza determinata analiticamente nella fase acquosa

all'equilibrio di desorbimento
lg

maq
des(eq) massa totale della sostanza sotto esame desorbita all'equilibrio di

desorbimento
lg

ms
des(Dti) massa della sostanza che resta adsorbita nel terreno dopo l'intervallo

di tempo Dti

lg

maq
A massa della sostanza residua dall'equilibrio di adsorbimento per effetto

di una sostituzione incompleta del volume
lg

Cs
des(eq) contenuto della sostanza sotto esame che rimane adsorbito sul terreno

all'equilibrio di desorbimento
lg g¯1

Caq
des(eq) concentrazione di massa della sostanza sotto esame presente nella fase

acquosa all'equilibrio di desorbimento
lg cm¯3

VT volume totale della fase acquosa a contatto col terreno durante l'espe-
rimento sulla cinetica di desorbimento effettuato col metodo in serie

cm3

VR volume del surnatante eliminato dalla provetta dopo il raggiungimento
di un equilibrio di adsorbimento e sostituito dallo stesso volume in
una soluzione 0,01 M CaCl2

cm3

va
D volume dell'aliquota prelevata a fini analitici dal tempo (i), durante

l'esperimento sulla cinetica di desorbimento effettuato col metodo in
serie

cm3

Vr
i volume della soluzione prelevata dalla provetta (i) per la misurazione

della sostanza sotto esame, durante l'esperimento di cinetica di desor-
bimento (metodo in parallelo)

cm3

Vr
F volume della soluzione prelevata dal tubo per la misura della sostanza

sotto esame all'equilibrio di desorbimento
cm3

MB bilancio di massa %

mE massa totale della sostanza sotto esame estratta in due stadi dal ter-
reno e dalle pareti del recipiente

lg

Vrec volume del surnatante recuperato dopo che è stato raggiunto l'equili-
brio di adsorbimento

cm3

Pow coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua

pKa costante di dissociazione

Sw solubilità in acqua g l¯1

1.4. PRINCIPIO DEL METODO

Volumi noti di soluzioni della sostanza sotto esame, non marcata o radiomarcata, a concentrazioni note in
CaCl2 0,01 M, vengono aggiunti a campioni di terreno di peso secco noto, previamente equilibrati in CaCl2
0,01 M. La miscela viene agitata per un tempo adeguato. Le sospensioni di terreno vengono quindi separate
per centrifugazione e facoltativa filtrazione, e si procede all'analisi della fase acquosa. La quantità di sostanza
sotto esame adsorbita sul campione di terreno viene calcolata per differenza fra la quantità di sostanza sotto
esame contenuta inizialmente nella soluzione e la quantità che rimane alla fine dell'esperimento (metodo indi-
retto).

Un altro metodo per determinare la quantità adsorbita della sostanza sotto esame è quello di analizzare diretta-
mente il terreno (metodo diretto). Questo procedimento, che comporta un'estrazione per stadi successivi dei
terreni mediante un appropriato solvente, è raccomandabile quando le differenze di concentrazione della solu-
zione della sostanza non possono essere determinate con precisione (casi possibili: adsorbimento della sostanza
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sotto esame sulla superficie dei recipienti nei quali ha luogo l'esperimento; instabilità della sostanza entro la
durata dell'esperimento; adsorbimento debole, che dà luogo soltanto a piccole variazioni di concentrazione
nella soluzione; adsorbimento energico, che conduce a basse concentrazioni non determinabili con esattezza).
Se si impiega una sostanza radiomarcata, l'estrazione del terreno può essere evitata analizzando la fase terreno
con la tecnica della combustione e successiva conta delle scintillazioni in fase liquida. Quest'ultima tecnica,
peraltro, manca di specificità e non permette di distinguere i prodotti progenitori da quelli della trasforma-
zione, e perciò dovrebbe essere riservata ai casi in cui il prodotto chimico sotto esame rimane stabile per tutta
la durata dello studio.

1.5. INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA SOTTO ESAME

I reattivi chimici debbono essere di purezza analitica. Si raccomanda l'impiego di sostanze non marcate, a
composizione nota e preferibilmente di purezza non inferiore al 95 %, oppure di sostanze radiomarcate a
composizione e radiopurezza note. Nel caso dei radiomarcatori a semivita breve si terrà conto della degrada-
zione apportando adeguate correzioni.

Prima di eseguire una prova per l'adsorbimento-desorbimento, è necessario disporre dei seguenti dati relativi
alla sostanza sotto esame:

a) solubilità in acqua (A.6);

b) tensione di vapore (A.4) e/o costante della legge di Henry;

c) degradazione abiotica: idrolisi in funzione del pH (C.7);

d) coefficiente di ripartizione (A.8);

e) biodegrabilità rapida (C.4) o trasformazione aerobica ed anaerobica nel terreno;

f) pKa delle sostanze ionizzabili;

g) fotolisi diretta nell'acqua (cioè spettro di assorbimento UV-Vis nell'acqua, rendimento quantico) e fotode-
gradazione nel terreno.

1.6. APPLICABILITÀ

La prova può essere eseguita sulle sostanze chimiche per le quali si dispone di un metodo analitico sufficiente-
mente preciso. La stabilità della sostanza sotto esame durante il tempo necessario per l'esecuzione della prova
è un parametro importante, capace di influenzare l'attendibilità dei risultati, specialmente quando si applica il
metodo indiretto. Pertanto, è necessario verificare detta stabilità attraverso uno studio preliminare; se nell'or-
dine di durata della prova si osserva una trasformazione, si raccomanda di eseguire lo studio principale analiz-
zando tanto la fase terreno quanto la fase acquosa.

L'esecuzione di questa prova su sostanze a bassa solubilità in acqua (Sw < 10¯4 g l¯1) e su sostanze a carica ele-
vata può dar luogo a difficoltà, dovute al fatto che la concentrazione nella fase acquosa non può essere misu-
rata analiticamente con sufficiente precisione. In questi casi debbono essere introdotti passaggi intermedi. Il
modo di affrontare questi problemi è descritto dove di rilevanza nel presente documento.

Sperimentando su sostanze volatili, si avrà cura di evitare le perdite durante lo studio.

1.7. DESCRIZIONE DEL METODO

1.7.1. Apparecchiature e reattivi chimici

Normale apparecchiatura di laboratorio, e in particolare:

a) provette o recipienti per eseguire l'esperimento. È importante che essi:

� siano adattabili direttamente alla centrifuga, in modo da minimizzare le perdite per manipolazione o
travaso,

� siano costituiti da materiale inerte, tale cioè che l'adsorbimento della sostanza sotto esame sulla loro
superficie sia minimo;

b) agitatore od apparecchio equivalente, capace di mantenere il terreno in sospensione durante l'agitazione;
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c) centrifuga, di preferenza ad alta velocità (capace per esempio di produrre più di 3 000 g), a temperatura
controllabile e che permetta di eliminare dalla soluzione acquosa le particelle di diametro superiore a 0,2
lm. Durante l'agitazione e la centrifugazione i contenitori dovranno essere mantenuti coperti, per evitare
le perdita di liquido e quelle dovute alla volatilità; per rendere minimo l'adsorbimento sui coperchi, questi
dovranno essere disattivati (ad esempio: coperchi a vite rivestiti di teflon);

d) facoltativi: apparecchio da filtrazione; filtri con porosità da 0,2 lm, sterili, per uso unico. Si avrà partico-
lare cura di scegliere il materiale filtrante in modo da evitare che esso possa provocare perdite della
sostanza sotto esame; per le sostanze scarsamente solubili non è opportuno impiegare materiale filtrante
organico;

e) strumentazione analitica, adatta a misurare la concentrazione della sostanza sotto esame;

f) stufa da laboratorio, capace di mantenere una temperatura compresa fra 103 °C e 110 °C.

1.7.2. Caratterizzazione e selezione dei terreni

I terreni debbono essere caratterizzati attraverso tre parametri, dai quali si ritiene dipendere principalmente la
loro capacità di adsorbimento: carbonio organico, contenuto in argilla e struttura del terreno, pH. Come già
indicato (cfr. «Campo di applicazione»), va peraltro presa in considerazione ogni altra caratteristica chimico-fi-
sica dei terreni che possa avere effetti sull'adsorbimento/desorbimento di una particolare sostanza.

I metodi impiegati per la caratterizzazione sono molto importanti e possono avere un influsso significativo sui
risultati. Si raccomanda pertanto di misurare il pH del terreno in una soluzione in CaCl2 0,01 M (cioè nella
soluzione usata per la prova di adsorbimento/desorbimento), secondo il corrispondente metodo ISO
(ISO-10390-1). Si raccomanda inoltre di determinare le altre proprietà rilevanti del terreno attraverso metodi
standard (esempio manuale ISO di analisi dei terreni «Hanbook of Soil Analysis»); in questo modo, l'analisi dei
dati sul sorbimento potrà basarsi su parametri dei terreni standardizzati globalmente. I riferimenti bibliografici
(50-52) forniscono alcune indicazioni sui metodi standard disponibili per l'analisi e la caratterizzazione dei ter-
reni. Per la taratura dei metodi di prova dei terreni, si raccomanda l'impiego di terreni di riferimento.

La tabella 1 fornisce indicazioni per la scelta dei terreni in vista degli esperimenti di adsorbimento/desorbi-
mento. I sette terreni prescelti coprono i tipi di terreni che si incontrano nelle zone geografiche temperate.
Quando le sostanze sotto prova sono ionizzabili, i terreni scelti debbono coprire una vasta gamma di pH, in
modo da potersi valutare l'adsorbimento della sostanza nelle sue forme ionizzata e non ionizzata. Indicazioni
sul numero di terreni diversi da impiegare nelle varie fasi della prova sono fornite al punto 1.9 («Esecuzione
dell'esperimento»).

Se si preferiscono altri tipi di terreno, questi debbono essere caratterizzati dagli stessi parametri, e le loro pro-
prietà debbono variare analogamente a quelle indicate nella tabella 1, anche se non corrispondono esattamente
ai criteri.

Tabella 1: Guida per la selezione dei campioni di terreno per l'adsorbimento-desorbimento

Tipo di terreno Campo di pH
(in CaCl2 0,01 M)

Contenuto in
carbonio organico

(%)

Contenuto in
argilla

(%)

Composizione del
terreno (1)

1 4,5-5,5 1,0-2,0 65-80 argilla

2 > 7,5 3,5-5,0 20-40 limo argilloso

3 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 limo sedimentario

4 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 limo

5 < 4,0-6,0 (2) < 0,5-1,5 (2) (3) < 10-15 (2) sabbia limacciosa

6 > 7,0 < 0,5-1,0 (2) (3) 40-65 limo argilloso/argilla

7 < 4,5 > 10 < 10 sabbia/sabbia limac-
ciosa

(1) Secondo il sistema FAO e quello US (85).
(2) Le rispettive variabili debbono mostrare di preferenza valori rientranti nel campo indicato. Se tuttavia risultasse difficile

trovare materiali appropriati, sono accettabili valori inferiori al minimo indicato.
(3) I terreni contenenti meno dello 0,3 % di carbonio organico possono perturbare la correlazione fra il contenuto organico e

l'adsorbimento. Si raccomanda perciò l'impiego di terreni a contenuto di carbonio organico non inferiore allo 0,3 %.
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1.7.3. Raccolta e conservazione dei campioni di terreno

1.7.3.1. Raccolta

Per il campionamento non si raccomandano tecniche o strumenti specifici; la tecnica di campionamento
dipende dalle finalità dello studio (53) (54) (55) (56) (57) (58).

Va tenuto presente quanto segue:

a) è necessario disporre di informazioni particolareggiate sui precedenti della località dove ha luogo il pre-
lievo, riguardanti il manto vegetale, i trattamenti con antiparassitari e/o fertilizzanti, gli ammendamenti
biologici o la contaminazione accidentale, e le loro localizzazioni. Quanto alla descrizione del luogo di
prelievo vanno seguite le raccomandazioni della norma ISO sul campionamento dei terreni (ISO
10381-6);

b) il luogo di campionamento deve essere definito secondo il metodo UTM (Proiezione universale trasversa
di Mercatore/dato orizzontale europeo) od attraverso le sue coordinate geografiche; ciò permetterà di ese-
guire a futuri prelievi dello stesso terreno e contribuirà a definire il terreno a norma dei vari sistemi di
classifica impiegati nei vari paesi. Si raccoglierà esclusivamente l'orizzonte A fino a una profondità mas-
sima di 20 cm. Con particolare riguardo al terreno n. 7, se del terreno fa parte un orizzonte Oh, questo
deve essere incluso nel campionamento.

I campioni di terreno debbono essere trasportati entro contenitori, ed in condizioni di temperatura, tali da
impedire che le proprietà iniziali del terreno risultino significativamente alterate.

1.7.3.2. Conservazione

È da preferirsi l'impiego di terreni prelevati di recente. Soltanto quando ciò non fosse possibile si potrano uti-
lizzare terreni conservati a temperatura ambiente, al secco e all'asciutto. Per la conservazione non si raccoman-
dano particolari limiti di tempo, ma i terreni conservati per più di tre anni saranno rianalizzati prima dell'im-
piego, per verificarne il contenuto in carbonio organico, il pH e il CESC.

1.7.3.3. Manipolazione e preparazione dei campioni di terreno per la prova

I terreni debbono essere essiccati all'aria a temperatura ambiente (di preferenza fra 20 e 25 °C). La disgrega-
zione deve essere effettuata applicando la minima forza possibile, in modo da non alterare sensibilmente la
struttura originale del terreno. I terreni saranno setacciati fino a granulometria Ä 2 mm; seguendo le racco-
mandazioni della norma ISO sul campionamento dei terreni (ISO 10381-6). Si raccomanda un'accurata omo-
geneizzazione, in quanto essa giova alla riproducibilità dei risultati. Il contenuto di umidità di ciascun terreno
viene determinato su tre aliquote, per riscaldamento a 105 °C fino a peso sensibilmente costante (12 ore
circa). Per tutti i calcoli, la massa del terreno va riferita alla massa essiccata in stufa, cioè al peso del terreno
corretto per il suo contenuto di umidità.

1.7.4. Preparazione della sostanza sotto esame per l'applicazione al terreno

La sostanza sotto esame viene sciolta in una soluzione 0,01 M di CaCl2 in acqua distillata o deionizzata; la
soluzione di CaCl2 ,impiegata come fase acquosa solvente, serve a migliorare la centrifugabilità ed a rendere
minimo lo scambio di cationi. La concentrazione della soluzione di riserva deve di preferenza superare di tre
ordini di grandezza il limite di rivelazione del metodo analitico applicato: ciò salvaguarda l'esattezza delle
misure effettuate secondo la metodologia qui descritta. La concentrazione della soluzione di riserva deve inol-
tre essere inferiore alla solubilità in acqua della sostanza sotto esame.

Di preferenza, la soluzione di riserva deve essere preparata estemporaneamente al momento dell'applicazione
ai campioni di terreno ed essere mantenuta ben chiusa e al buio, alla temperatura di 4 °C. Il tempo di conser-
vazione dipende dalla stabilità della sostanza sotto esame e dalla sua concentrazione nella soluzione.

Soltanto nel caso delle sostanze scarsamente solubili (Sw < 10¯4 g l¯1) può essere necessario ricorrere a un
agente di solubilizzazione. Quest'ultimo: a) deve essere miscibile con l'acqua (ad esempio metanolo, acetoni-
trile); b) la sua concentrazione non deve superare l'1 % del volume totale della soluzione di riserva ed essere
inferiore a quella della soluzione della sostanza sotto esame che verrà a contatto col terreno (di preferenza
meno dello 0,1 %); c) non deve avere carattere di tensioattivo o dar luogo a reazioni solvolitiche con la
sostanza chimica sotto esame. L'impiego di un agente di solubilizzazione deve essere menzionato e giustificato
nella relazione.

Un'altra possibilità per le sostanze scarsamente solubili consiste nell'aggiunta intenzionale della sostanza sotto
esame al sistema di prova: la sostanza sotto esame viene disciolta in un solvente organico, un'aliquota del
quale viene aggiunta al sistema terreno (soluzione 0,01 M di CaCl2 in acqua distillata o deionizzata). Il conte-
nuto del solvente organico nella fase acquosa deve essere mantenuto al più basso livello possibile, in modo da
non superare lo 0,1 %. L'addizione intenzionale di una soluzione organica può compromettere la riproducibi-
lità sotto l'aspetto del volume: essa introdurrebbe un ulteriore fattore di errore, in quanto le concentrazioni
della sostanza sotto esame e del cosolvente non sarebbero le stesse in tutte le prove.
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1.8. PREREQUISITI PER L'ESECUZIONE DELLA PROVA DI ADSORBIMENTO/DESORBIMENTO

1.8.1. Il metodo analitico

Fra i parametri chiave capaci di influenzare la precisione delle misure di sorbimento sono compresi la preci-
sione dei metodi impiegati per analizzare la soluzione e la fase adsorbita, la stabilità e la purezza della
sostanza da esaminare, il raggiungimento di un equilibrio di sorbimento, l'ordine di grandezza delle variazioni
di concentrazione della soluzione, il rapporto terreno/soluzione e le variazioni di struttura del terreno durante
i processi di equilibrazione (35) (59-62). Alcuni esempi, focalizzati sulla precisione, sono riportati nell'appen-
dice 2.

L'attendibilità del metodo analitico nell'intervallo di concentrazioni che è verosimile incontrare durante la
prova deve essere controllata. Lo sperimentatore deve essere libero di mettere a punto un metodo appropriato
sotto gli aspetti dell'esattezza, della precisione, della riproducibilità, dei limiti di rivelazione e del recupero. La
tecnica sperimentale appresso descritta costituisce una guida per l'esecuzione della prova.

Un adeguato volume (ad esempio 100 cm3) di CaCl2 0,01 M viene agitato per 4 ore insieme a un'adeguata
massa (ad esempio 20 g) di terreno ad elevata capacità di adsorbimento, vale a dire ad elevato contenuto di
carbonio organico e di argilla. Le masse e i volumi possono variare secondo le esigenze analitiche, ma un rap-
porto terreno/soluzione di 1 a 5 può rappresentare un punto di partenza adeguato. La miscela viene centrifu-
gata, e la fase acquosa viene filtrata. A quest'ultima viene aggiunto un determinato volume della soluzione di
riserva della sostanza sotto esame, in modo da ottenere una concentrazione nominale rientrante nel campo di
concentrazioni che è verosimile incontrare durante la prova. Il volume non deve superare il 10 % del volume
finale della fase acquosa, allo scopo di modificare il meno possibile la natura della soluzione di pre-equilibra-
zione. Si procede quindi all'analisi della soluzione.

Per tener conto delle sostanze artificiali impiegate nel metodo analitico e degli effetti matrice causati dal ter-
reno va previsto un «bianco», consistente nel solo sistema terreno + soluzione di CaCl2, senza aggiunta della
sostanza sotto esame).

Per le misure di sorbimento si possono impiegare la cromatografia gas-liquido (GLC), la cromatografia in fase
liquida ad alta pressione (HPLC), la spettrometria (ad esempio GC/spettrometria di massa, HPLC/spettrometria
di massa) e la conta delle scintillazioni in fase liquida (per le sostanze radiomarcate). Indipendentemente dalla
sua natura, un metodo analitico può ritenersi adeguato se il recupero è compreso fra il 90 % e il 110 % del
valore nominale. Per consentire l'identificazione e la quantificazione dopo la ripartizione, i limiti di rivelazione
del metodo analitico dovrebbero essere almeno due ordini di grandezza al di sotto della concentrazione nomi-
nale.

Le caratteristiche e i limiti di rivelazione del metodo analitico utilizzato per eseguire gli studi sull'adsorbimento
sono importanti per definire le condizioni sperimentali e l'intera esecuzione dell'esame. Il presente metodo
segue uno schema sperimentale generale e fornisce raccomandazioni e linee direttrici in vista di soluzioni
alternative laddove la metodica analitica e le disponibilità di laboratorio imponessero limitazioni.

1.8.2. Selezione dei rapporti ottimali terreno/soluzione

Negli studi sui fenomeni di sorbimento, la scelta dei rapporti terreno/soluzione dipende dal coefficiente di
distribuzione Kd e dal grado relativo di adsorbimento desiderato. La variazione di concentrazione della
sostanza in soluzione determina la precisione statistica della misura, la quale dipende dalla forma dell'equa-
zione di adsorbimento e, per quanto riguarda la rivelazione della concentrazione della sostanza chimica in
soluzione, dalle limitazioni della metodologia analitica applicata. Pertanto, nella pratica generale, è utile adot-
tare un numero limitato di rapporti fissi, nei quali la percentuale adsorbita sia superiore al 20 % e, meglio
ancora, al 50 % (62); al tempo stesso si avrà cura che la concentrazione della sostanza sotto esame nella fase
acquosa rimanga sempre abbastanza alta da poter essere misurata con precisione. Ciò ha particolare impor-
tanza quando le percentuali di adsorbimento sono elevate.

Un modo conveniente per scegliere i rapporti terreno/acqua più appropriati comincia da una valutazione di
Kd attraverso studi preliminari o secondo tecniche di valutazione che abbiano dato buona prova (appendice 3).
Il rapporto appropriato può quindi essere scelto in base a un grafico del rapporto terreno/soluzione in fun-
zione di Kd per determinate percentuali fisse di adsorbimento (fig. 1). Tale grafico è basato sul presupposto
che l'equazione di adsorbimento sia lineare (1). La relazione applicabile si ottiene rielaborando l'equazione 4
del Kd nella forma della 1:

V0

msoil
=

m0

mads
s �eq� ¯ 1

� �
Kd �1�

(1) Cs
ads(eq) = Kd · Caq

ads(eq)
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ovvero, in forma logaritmica ed ammettendo che R = msoil=V0 and Aeq%=100 =
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Fig. 1. Relazioni fra i valori di Kd e i vari rapporti terreno/soluzione, alle varie percentuali della sostanza sotto
esame adsorbita

La figura 1 mostra i rapporti terreno/soluzione, espressi in funzione di Kd, per i vari livelli di adsorbimento.
Ad esempio: per un rapporto terreno/soluzione di 1 a 5 e Kd = 20, l'adsorbimento dovrebbe essere dell'80 %
circa. A parità di Kd, per ottenere un adsorbimento del 50 % andrebbe impiegato un rapporto di 1 a 25. Que-
sta maniera di scegliere gli adeguati rapporti terreno/soluzione offre al ricercatore la flessibilità necessaria per
rispondere alle esigenze sperimentali.

Le maggiori difficoltà s'incontrano quando la sostanza chimica viene adsorbita in misura molto elevata o
molto bassa. Quando l'adsorbimento è basso, è raccomandabile adottare un rapporto terreno/soluzione di 1 a
1, anche se, per alcuni tipi di terreno ad elevato contenuto organico, può essere necessario ricorrere a rapporti
più bassi, in modo da ottenere un impasto liquido. La metodologia analitica dovrà permettere di misurare pic-
cole modifiche della concentrazione della soluzione; in caso contrario, le misure di adsorbimento saranno
imprecise. D'altra parte, per valori molto elevati di Kd si può arrivare a rapporti terreno/soluzione di 1 a 100,
per lasciare in soluzione una quantità significativa della sostanza chimica. Si avrà comunque cura di assicurare
una buona miscelazione, e si lascerà al sistema un tempo adeguato per raggiungere l'equilibrio. Un'altra possi-
bilità è quella di prevedere il valore di Kd applicando tecniche di valutazione fondate, ad esempio, sui valori di
Pow (appendice 3). Ciò potrebbe rivelarsi utile, specialmente nel caso delle sostanze chimiche scarsamente
adsorbite/polari, con Pow < 20, e di quelle lipofile/altamente sorbitive, con Pow > 104.

1.9. ESECUZIONE DELL'ESPERIMENTO

1.9.1. Condizioni sperimentali

Tutta la sperimentazione deve essere effettuata a temperatura ambiente, possibilmente costante, compresa fra
20 °C e 25 °C.

Le condizioni di centrifugazione debbono permettere di eliminare dalla soluzione le particelle oltre 0,2 lm.
Questo valore rappresenta le dimensioni limite fra le particelle solide e quelle colloidali. L'appendice 4 offre
una guida per determinare le condizioni di centrifugazione.

Se l'apparecchiatura di centrifugazione disponibile non garantisce l'eliminazione delle particelle sopra gli 0,2
lm, la centrifugazione può essere associata alla filtrazione attraverso filtri da 0,2 lm. Per evitare perdite della
sostanza sotto esame, questi debbono essere composti di un appropriato materiale inerte. Va in ogni caso assi-
curato che durante la filtrazione non si verifichino perdite della sostanza sotto esame.
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1.9.2. Primo momento: studio preliminare

Le ragioni di uno studio preliminare sono già state indicate al capitolo «Campo di applicazione». Lo schema
sperimentale suggerito qui appresso costituisce una guida per la sua esecuzione.

1.9.2.1. Scelta dei rapporti ottimali terreno/soluzione

Si ricorre a due tipi di terreno e a tre rapporti terreno/soluzione (sei esperimenti). Un tipo di terreno ha un
elevato contenuto in carbonio organico e un basso contenuto in argilla, e l'altro ha un basso contenuto in car-
bonio organico e un elevato contenuto in argilla. Si suggeriscono i seguenti rapporti:

� 50 g di terreno e 50 cm3 di soluzione acquosa della sostanza sotto esame (rapporto 1/1),

� 10 g di terreno e 50 cm3 di soluzione acquosa della sostanza sotto esame (rapporto 1/5),

� 2 g di terreno e 50 cm3 di soluzione acquosa della sostanza sotto esame (rapporto 1/25).

La quantità minima di terreno da impiegare dipende dalle disponibilità del laboratorio e dall'efficacia del
metodo analitico applicato. Per ottenere risultati attendibili si raccomanda comunque di impiegare non meno
di 1 g, e preferibilmente 2 g.

Per verificare se la sostanza sotto esame è stabile nella soluzione di CaCl2 e se eventualmente rimane adsorbita
sulle pareti dei recipienti, si preparerà un campione di riferimento non contenente terreno, ma soltanto la
sostanza in questione e la soluzione di CaCl2 0,01 M: esso verrà sottoposto esattamente alle stesse operazioni
dei sistemi esaminati.

Per ogni terreno si preparerà un «bianco» contenente la stessa quantità di terreno e un volume totale di 50
cm3 di soluzione di CaCl2 0,01 M (senza la sostanza sotto esame), che verrà sottoposto alla stessa procedura
sperimentale. Esso servirà da riferimento di base durante l'analisi, per rivelare se sono presenti sostanze capaci
di interferire o se il terreno è contaminato.

Tutti gli esperimenti, compresi quelli sul campione di riferimento e sui «bianchi», verranno effettuati almeno in
doppio. Il numero totale di campioni da preparare per lo studio va stabilito in funzione della metodologia da
seguire.

I metodi per lo studio preliminare e per quello principale sono genericamente gli stessi: se del caso, gli even-
tuali discostamenti vanno menzionati.

I campioni di terreno essiccati all'aria vengono equilibrati mantenendoli sotto agitazione per 12 h (tutta la
notte precedente l'esperimento) insieme a un volume minimo di 45 cm3 di CaCl2 0,01 M. Si aggiunge poi un
certo volume della soluzione di riserva della sostanza sotto esame, fino a un totale di 50 cm3. Il volume di
soluzione di riserva aggiunto: a) non deve eccedere il 10 % dei 50 cm3 di volume della fase acquosa, per alte-
rare il meno possibile la natura della soluzione di pre-equilibrazione; b) deve condurre di preferenza a una
concentrazione iniziale della sostanza sotto esame a contatto col terreno (C0) superiore di almeno due ordini
di grandezza al limite di rivelazione del metodo analitico, per salvaguardare la capacità di eseguire misure
esatte anche quando l'adsorbimento è forte (> 90 %) e determinare più tardi le isoterme di adsorbimento. Si
raccomanda inoltre, se possibile, che la concentrazione iniziale (C0) della sostanza sotto esame non superi la
metà del suo limite di solubilità.

Il seguente esempio indica il modo di calcolare la concentrazione della soluzione di riserva (Cst). Si parte dal-
l'idea che il limite di rivelazione sia di 0,01 lg cm-3 e l'adsorbimento sia del 90 %: la concentrazione iniziale
della sostanza sotto esame a contatto col suolo dovrebbe quindi essere preferibilmente uguale ad 1 lg cm-3

(due ordini di grandezza sopra il limite di rivelazione). Ammettendo che si sia aggiunto il massimo volume
raccomandato della soluzione di riserva, cioè da 5 a 45 cm3 della soluzione di equilibrazione di CaCl2 0,01 M
(= 10 % della soluzione di riserva rispetto a 50 cm3 di volume totale della fase acquosa), la concentrazione
della soluzione di riserva dovrebbe essere di 10 lg cm-3, cioè superiore di tre ordini di grandezza al limite di
rivelazione del metodo analitico.

Il pH della fase acquosa deve essere misurato prima e dopo il contatto col terreno, poiché esso ha una fun-
zione importante nell'intero processo di adsorbimento, specialmente per le sostanze ionizzabili.

La miscela deve essere agitata finché sia raggiunto l'equilibrio di adsorbimento. Il tempo di equilibrio nei ter-
reni è assai variabile, secondo la natura del prodotto chimico e del terreno; in generale è sufficiente un periodo
di 24 h (77). Nello studio preliminare, i campioni possono essere prelevati sequenzialmente su un periodo di
48 h di miscelazione (ad esempio 4, 8, 24, 48 h). Comunque, i tempi di analisi debbono essere considerati
con flessibilità, tenendo conto dei programmi di lavoro del laboratorio.
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Per l'analisi della sostanza sotto esame nella soluzione acquosa è possibile scegliere fra: a) il metodo in paral-
lelo: b) il metodo in serie. Si noti che, sebbene il metodo in parallelo sia più tedioso sul piano sperimentale, il
trattamento matematico dei risultati ne risulta semplificato (appendice 5). La scelta della metodologia da
seguire spetta comunque allo sperimentatore, il quale terrà conto delle disponibilità materiali e delle risorse del
laboratorio.

a) Metodo in parallelo: si preparano dei campioni con lo stesso rapporto terreno/soluzione, nel numero
necessario per coprire gli intervalli di tempo ai quali si desidera studiare la cinetica di adsorbimento. Dopo
centrifugazione e facoltativa filtrazione, la fase acquosa della prima provetta viene recuperata nel modo
più completo possibile; si procede quindi alle misure dopo tempi adeguati (ad esempio dopo 4 h per la
prima provetta, dopo 8 h per la seconda, dopo 24 h per la terza, ecc.).

b) Metodo in serie: per ciascun rapporto terreno/soluzione si prepara soltanto un campione in doppio. A
determinati intervalli di tempo, la miscela viene centrifugata per separare le fasi. In una piccola aliquota
della fase acquosa si ricerca immediatamente la sostanza sotto esame; dopo di che, l'esperimento prosegue
sulla miscela originale. Se la centrifugazione è stata seguita dalla filtrazione, il laboratorio deve avere la
possibilità di eseguire la filtrazione di piccole aliquote acquose. Per non modificare in modo significativo
il rapporto terreno/soluzione e far diminuire la massa del soluto disponibile per l'adsorbimento durante la
prova, si raccomanda che il volume totale delle aliquote prelevate non superi l'1 % del volume totale della
soluzione.

Per ciascun tempo ti si calcola la percentuale di adsorbimento Ati
, sulla base della concentrazione nominale ini-

ziale e della concentrazione misurata ai momenti ti del prelievo, previa correzione per il bianco. Per valutare
se la piattaforma di equilibrio è stata raggiunta, si riportano graficamente i valori di Ati

in funzione del tempo
(cfr. appendice 5, fig. 1) (1). Si calcola inoltre il valore di Kd all'equilibrio. Sulla base del valore di Kd ed utiliz-
zando la fig.1 si scelgono gli appropriati rapporti terreno/soluzione, in modo che l'adsorbimento percentuale
risulti superiore al 20 % e, di preferenza, al 50 % (61). Tutte le equazioni applicabili e i principi per il traccia-
mento del grafico sono indicati al capitolo sulla presentazione dei dati e la relazione, nonché nell'appendice 5.

1.9.2.2. Determinazione del tempo di equilibrazione all'adsorbimento e della quantità di sostanza sotto esame adsorbita all'equili-
brio

Come già detto, i grafici di Ati
o di Caq

ads in funzione del tempo permettono di stabilire se l'equilibrio all'adsorbi-
mento è stato raggiunto e di valutare la quantità di sostanza sotto esame adsorbita all'equilibrio. Le figure 1 e
2 nell'appendice 5 mostrano alcuni esempi di tali grafici. Il tempo di equilibrio è quello necessario perché il
sistema raggiunga una piattaforma.

Se con un dato terreno non si raggiunge una piattaforma ma si ha un incremento continuo, la causa andrebbe
cercata in certi fattori di complicanza, quali la biodegradazione o la diffusione lenta. La biodegradazione può
essere evidenziata ripetendo l'esperimento su un campione di terreno sterilizzato. Se nemmeno in questo
modo si raggiunge una piattaforma, lo sperimentatore dovrebbe esaminare l'eventualità che nei suoi specifici
studi possano essere coinvolti altri fenomeni, e modificare adeguatamente le condizioni sperimentali (tempera-
tura, tempi di agitazione, rapporti terreno/soluzione). Inoltre, spetta a lui decidere se proseguire il lavoro mal-
grado l'eventuale impossibilità di raggiungere un equilibrio.

1.9.2.3. Adsorbimento alla superficie dei recipienti e stabilità della sostanza sotto esame

Alcuni dati sulla stabilità della sostanza sotto esame e sul suo adsorbimento alla superficie dei recipienti pos-
sono essere ricavati analizzando i campioni di riferimento. Se si osserva una deplezione superiore all'errore
standard implicito nel metodo analitico, si potrebbe pensare a una degradazione abiotica e/o ad un adsorbi-
mento alla superficie del recipiente. Una distinzione fra questi due fenomeni può essere fatta lavando a fondo
le pareti del recipiente con un volume noto di un opportuno solvente ed analizzando il liquido di lavaggio per
ricercarvi la sostanza sotto esame. Se non si osserva alcun adsorbimento alla superficie dei recipienti, la deple-
zione evidenzia l'instabilità abiotica della sostanza sotto esame. Se si constata un adsorbimento, è necessario
utilizzare recipienti in altro materiale. In ogni modo, i dati sull'adsorbimento così ottenuti non possono essere
estrapolati direttamente all'esperimento terreno/soluzione, poiché la presenza del terreno influisce sull'adsorbi-
mento.

Ulteriori informazioni sulla stabilità della sostanza sotto esame possono essere ricavate da un bilancio della
massa progenitrice nel tempo. In altre parole, bisogna analizzare la fase acquosa, gli estratti del terreno e le
pareti dei recipienti per ricercarvi la sostanza sotto esame. La differenza fra la massa della sostanza sotto esame
aggiunta e la somma delle masse della sostanza sotto esame nella fase acquosa, negli estratti di terreno e nelle
pareti dei recipienti corrisponde alla massa degradata e/o volatilizzata e/o non estratta. Per un corretto bilancio
di massa, l'equilibrio di adsorbimento dovrebbe essere stato raggiunto durante l'esperimento.

Il bilancio di massa dev'essere eseguito tanto sui terreni quanto per un rapporto terreno/soluzione per ogni
terreno che all'equilibrio dia luogo a una deplezione superiore al 20 % e preferibilmente al 50 %. Quando

(1) Per valutare se la piattaforma di equilibro è stata raggiunta si potrebbero impiegare anche i grafici della concentrazione della sostanza
sotto esame nella fase acquosa (Caq

ads) in funzione del tempo (cfr. appendice 5, fig. 2).

21.8.2001 L 225/209Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



l'esperimento per la ricerca dei rapporti viene completato con l'analisi dell'ultimo campione della fase acquosa
dopo 48 h, le fasi debbono essere separate per centrifugazione e facoltativa filtrazione. La fase acquosa dev'es-
sere recuperata nella maggior quantità possibile, aggiungendo poi al terreno un solvente di estrazione adatto
(coefficiente di estrazione non inferiore al 95 %) per estrarne la sostanza sotto esame. Si raccomanda di ese-
guire non meno di due estrazioni successive. Si determina poi la quantità di sostanza sotto esame negli estratti
del terreno e dei recipienti e si calcola il bilancio di massa (equazione 10, «Dati e relazione»). Se essa è infe-
riore al 90 %, la sostanza sotto esame viene considerata instabile nella scala di tempo dell'esperimento. Gli
studi vanno comunque proseguiti, tenendo conto dell'instabilità della sostanza sotto esame: in questo caso si
raccomanda di esaminare ambedue le fasi nello studio principale.

1.9.3. Secondo momento � Cinetica di adsorbimento per una data concentrazione della sostanza sotto
esame

Si impiegano cinque terreni, scelti dalla tabella 1. Può convenire includere fra di essi qualcuno di quelli impie-
gati nello studio preliminare (al limite, tutti). In questo caso, le operazioni del secondo momento non vanno
ripetute sui i terreni impiegati nello studio preliminare.

Il tempo di equilibrio, il rapporto terreno/soluzione, il peso di campione di terreno, il volume della fase
acquosa a contatto col terreno e la concentrazione della sostanza sotto esame nella soluzione debbono essere
scelti sulla base dei risultati degli studi preliminari. Di preferenza, l'analisi deve essere eseguita dopo circa 2, 4,
6, 8 e possibilmente anche 10 e 24, ore di contatto; il tempo di agitazione può essere portato fino a un mas-
simo di 48 h nel caso che una sostanza chimica richieda tempi di equilibrio più lunghi rispetto ai risultati
della ricerca del campo di rapporti. In ogni modo, i tempi di analisi debbono essere considerati con flessibilità.

Ogni esperimento (un terreno ed una soluzione) deve essere fatto almeno in doppio, per poter valutare la
varianza dei risultati. Per ogni esperimento va previsto un bianco, consistente nel terreno e nella soluzione di
CaCl2 0,01M, senza aggiunta della sostanza sotto esame, di peso e volume rispettivamente identici a quelli del-
l'esperimento. A titolo di salvaguardia contro gli imprevisti, si sottoporrà alla stessa procedura sperimentale un
campione di controllo contenente soltanto la sostanza sotto esame nella soluzione di CaCl2 0,01 M (senza
aggiunta di terreno).

L'adsorbimento percentuale va calcolato per ogni attimo Ati
e/o intervallo di tempo ADti

(secondo necessità), e
riportato in funzione del tempo. Vanno altresì calcolati il coefficiente di distribuzione Kd all'equilibrio e il coef-
ficiente di adsorbimento normalizzato per il carbonio organico Koc (per i composti chimici organici non
polari).

Risultati degli esperimenti sulla cinetica di adsorbimento

Il valore lineare Kd è generalmente abbastanza preciso da poter descrivere il comportamento relativo al sorbi-
mento nei terreni (35) (78) e rappresenta un'espressione della mobilità intrinseca dei prodotti chimici nel ter-
reno. Ad esempio: sul piano generale, i prodotti chimici con Kd Ä 1 cm3 g¯1 sono considerati qualitativamente
mobili. McCall et al. hanno inoltre messo a punto uno schema di classifica della mobilità basato sul valore di
Koc (16). Esistono infine schemi di classifica in funzione del dilavamento, basati su una relazione fra Koc e
DT-50 (1) (32) (79).

Da studi sull'analisi degli errori (61) risulta altresì che, partendo da una diminuzione della concentrazione della
fase acquosa, non è possibile valutare con precisione i valori di Kd inferiori a 0,3 cm3 g-1, neppure quando si
applica il rapporto terreno/soluzione più favorevole dal punto di vista della precisione, cioè quello di 1:1. In
questo caso si raccomanda di analizzare ambedue le fasi (terreno e soluzione).

Quanto alle osservazioni di cui sopra, si raccomanda di proseguire gli studi del comportamento all'adsorbi-
mento di un prodotto chimico nel terreno e della sua mobilità potenziale, determinando le isoterme di adsor-
bimento secondo Freundlich, per tutti i sistemi per i quali il valore di Kd può essere determinato con esattezza.
applicando il protocollo sperimentale descritto nel presente metodo. Una determinazione accurata è possibile
se il valore ottenuto moltiplicando Kd per il rapporto terreno/soluzione è superiore a 0,3, quando le misure si
basano sulla diminuzione di concentrazione nella fase acquosa (metodo indiretto), oppure a 0,1, quando ven-
gono analizzate ambedue le fasi (metodo diretto) (61).

1.9.4. Terzo momento � Isoterme di adsorbimento e cinetica di desorbimento/isoterme di desorbimento

1.9.4.1. Isoterme di adsorbimento

Si impiegano cinque concentrazioni della sostanza sotto esame, tali da coprire preferibilmente due ordini di
grandezza; per la scelta di queste concentrazioni vanno prese in conto la solubilità in acqua e le concentra-
zioni all'equilibrio acquoso che ne risultano. Lo stesso rapporto terreno/soluzione per ogni terreno deve essere
mantenuto per tutta la durata dello studio. La prova di adsorbimento viene eseguita come sopra descritto, con
la sola differenza che la fase acquosa viene analizzata una sola volta, al momento necessario per raggiungere
l'equilibrio, come determinato al secondo momento. Si determinano le concentrazioni all'equilibrio nella solu-

(1) DT-50: tempo di degradazione per il 50 % della sostanza sotto esame.
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zione e si calcola la quantità adsorbita partendo dalla deplezione della sostanza sotto esame nella soluzione,
oppure col metodo diretto. La massa adsorbita, riferita all'unità di massa di terreno, viene poi riportata grafica-
mente, in funzione della concentrazione all'equilibrio della sostanza sotto esame (cfr. «Dati e relazione»).

Risultati della sperimentazione per le isoterme di adsorbimento

Fra i modelli matematici per l'adsorbimento proposti fino ad oggi, le isoterme di Freundlich sono quelle più
frequentemente utilizzate per descrivere i procedimenti di adsorbimento. Dati più particolareggiati sull'inter-
pretazione e l'importanza dei modelli di adsorbimento sono reperibili in letteratura (41) (45) (80) (81) (82).

NB: va tenuto presente che, per varie sostanze, un confronto fra i valori di KF (coefficienti di adsorbimento
secondo Freundlich) è possibile soltanto se tali valori sono espressi nelle stesse unità (83).

1.9.4.2. Cinetica di desorbimento

Questo esperimento ha lo scopo di stabilire se una sostanza chimica viene adsorbita reversibilmente o irrever-
sibilmente dal terreno. Questo dato è importante, poiché i processi di desorbimento hanno anch'essi una fun-
zione rilevante nel comportamento di un composto chimico nelle condizioni effettive sul terreno. Inoltre, i
dati di desorbimento contribuiscono utilmente alla modellizzazione computerizzata del dilavamento ed alla
simulazione della scomparsa della sostanza dilavata. Se si vuole studiare il desorbimento, si raccomanda di ese-
guire lo studio appresso descritto su ciascun sistema per il quale è stato possibile determinare con accuratezza
il valore di Kd nel precedente studio sulla cinetica di adsorbimento.

Analogamente alla cinetica di adsorbimento, per studiare la cinetica di desorbimento esistono due possibilità:
a) il metodo in parallelo; b) il metodo in serie. La scelta della metodologia da seguire è lasciata allo sperimenta-
tore, che dovrà considerare le disponibilità strumentali e le risorse del laboratorio.

a) Metodo in parallelo: per ciascun terreno scelto per lo studio sul desorbimento si preparano dei campioni
con lo stesso rapporto terreno/soluzione, nel numero necessario per coprire gli intervalli di tempo ai quali
si desidera studiare la cinetica di desorbimento. Di preferenza, vanno impiegati gli stessi intervalli di
tempo utilizzati per la cinetica di adsorbimento; tuttavia, il tempo totale può essere esteso secondo neces-
sità, in modo che il sistema possa raggiungere l'equilibrio di desorbimento. Per ogni esperimento (un ter-
reno, una soluzione) si esegue un bianco. Essa consiste nel terreno e nella soluzione 0,01 M di CaCl2,
senza la sostanza sotto esame, nonché di un peso e un volume rispettivamente identici a quelli dell'esperi-
mento. Quale termine di riferimento s'impiega la sostanza sotto esame nella soluzione 0,01 M di CaCl2
(senza terreno), che viene sottoposta alla stessa procedura sperimentale. Tutte le miscele del terreno con la
soluzione vengono agitate fino a raggiungimento dell'equilibrio di adsorbimento (come in precedenza al
secondo momento). Le due fasi vengono quindi separate per centrifugazione, e la fase acquosa viene allon-
tanata nella maggior misura possibile. Il volume della soluzione allontanata viene sostituito da un volume
uguale di 0,01 M CaCl2, senza la sostanza sotto esame, e le nuove miscele vengono nuovamente agitate.
La fase acquosa della prima provetta viene recuperata nel modo più completo possibile e viene misurata,
ad esempio, dopo 2 h, quella della seconda provetta dopo 4 h, quella della terza dopo 6 h, ecc. finché sia
raggiunto l'equilibrio di desorbimento.

b) Metodo in serie: dopo l'esperimento sulla cinetica di adsorbimento, la miscela viene centrifugata e la fase
acquosa viene eliminata nella maggior misura possibile. Il volume di soluzione eliminato viene sostituito
da un uguale volume di CaCl2 0,01 M, senza la sostanza sotto esame. La nuova miscela viene agitata fino
a raggiungere l'equilibrio di desorbimento. Durante questo periodo di tempo, ad intervalli di tempo defi-
niti, la miscela viene centrifugata per separare le fasi. La sostanza sotto esame viene ricercata immediata-
mente in una piccola aliquota della fase acquosa; l'esperimento prosegue quindi con la miscela originale. Il
volume delle singole aliquote deve essere inferiore all'1 % del volume totale. Si aggiunge alla miscela la
stessa quantità di soluzione fresca di CaCl2 0,01 M, in modo da mantenere il rapporto terreno/soluzione,
e si prosegue l'agitazione fino al successivo intervallo di tempo.

Il desorbimento percentuale viene calcolato ad ogni momento (Dti
) e/o intervallo tempo (DDti

), secondo le esi-
genze dello studio, e riportato graficamente in funzione del tempo. Si calcola anche il coefficiente di desorbi-
mento Kdes all'equilibrio. Tutte le equazioni applicabili sono riportate al capitolo «Presentazione dei dati e rela-
zione», nonché nell'appendice 5.

Risultati dell'esperimento sulla cinetica di desorbimento

I grafici comuni del desorbimento percentuale Dti
e dell'adsorbimento percentuale Ati

in funzione del tempo
permettono di valutare la reversibilità dei processi di adsorbimento. Se l'equilibrio di desorbimento viene rag-
giunto entro un tempo che può essere anche doppio del tempo ottenuto per l'equilibrio di adsorbimento, e il
desorbimento totale risulta superiore al 75 % della quantità adsorbita, l'adsorbimento è considerato reversibile.
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1.9.4.3. Isoterme di desorbimento

Le isoterme di desorbimento secondo Freundlich sono determinate sui terreni impiegati nell'esperimento sulle
isoterme di adsorbimento. La prova di desorbimento viene eseguita come descritto al capitolo «Cinetica di
desorbimento» con la sola differenza che la fase acquosa viene analizzata soltanto una volta, all'equilibrio di
desorbimento. Si procede poi al calcolo della quantità di sostanza sotto esame desorbita. La quantità di
sostanza sotto esame che resta adsorbita sul terreno all'equilibrio di desorbimento viene riportata graficamente
in funzione delle concentrazioni di equilibrio della sostanza sotto esame in soluzione (cfr. «Presentazione dei
dati e relazione» ed appendice 5).

2. PRESENTAZIONE DEI DATI E RELAZIONE

I dati analitici vanno presentati in forma tabulare (cfr. appendice 6). Vanno indicate le misure singole e le
medie calcolate. Debbono essere fornite le rappresentazioni grafiche delle isoterme di adsorbimento. I calcoli
vanno eseguiti come appresso indicato.

Ai fini della prova, il peso di 1 cm3 di soluzione acquosa è considerato uguale a 1g. Il rapporto terreno/solu-
zione può essere espresso in unità peso/peso o peso/volume con la stessa cifra.

2.1. ADSORBIMENTO

L'adsorbimento (Ati
) si definisce come percentuale della sostanza sotto esame adsorbita dal terreno, riferita alla

quantità presente all'inizio della prova, nelle condizioni sperimentali. Se la sostanza sotto prova è stabile e non
viene adsorbita significativamente sulle pareti del recipiente, Ati

può essere calcolato a ciascun momento ti,
con l'equazione:

Ati =
mads

s �ti� · 100
m0

�%� �3�

dove:

Ati
= percentuale di adsorbimento al momento ti (%);

ms
ads(ti) = massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno al momento ti (lg);

m0 = massa della sostanza sotto esame nella provetta, all'inizio della prova (lg).

Informazioni particolareggiate sul modo di calcolare la percentuale di adsorbimento Ati
per i metodi in serie e

in parallelo sono fornite nell'appendice 5.

Il coefficiente di distribuzione Kd è il rapporto fra il contenuto della sostanza nella fase terreno e la concentra-
zione di massa della sostanza della soluzione acquosa, nelle condizioni sperimentali, al momento in cui viene
raggiunto l'equilibrio di adsorbimento.

Kd =
Cads

s �eq�
Cads

aq �eq� =
mads

s �eq�
mads

aq �eq�
V0

msoil
�cm3 g¯1� �4�

dove:

Cs
ads(eq) = contenuto della sostanza adsorbita sul terreno all'equilibrio di adsorbimento (lg g¯1);

Caq
ads(eq) = concentrazione di massa della sostanza nella fase acquosa all'equilibrio di adsorbimento (lg cm¯3).

Questa concentrazione viene determinata analiticamente tenendo conto dei valori indicati dai
bianchi;

ms
ads(eq) = massa della sostanza adsorbita sul terreno all'equilibrio di adsorbimento (lg);

maq
ads(eq) = massa della sostanza in soluzione all'equilibrio di adsorbimento (lg);

msoil = quantità della fase terreno, espressa come massa secca di terreno (g);

v0 = volume iniziale della fase acquosa a contatto col terreno (cm3).
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La relazione fra Aeq e Kd è data dall'espressione:

Kd =
Aeq

100 ¯ Aeq

V0

msoil
�cm3 g¯1� �5�

dove:

Aeq = percentuale di adsorbimento all'equilibrio di adsorbimento, %.

Il coefficiente normalizzato di adsorbimento del carbonio organico Koc collega il coefficiente di distribuzione
Kd al contenuto di carbonio organico del campione di terreno:

Koc = Kd ·
100
%oc
�cm3 g¯1� �6�

dove:

% oc = percentuale di carbonio organico nel campione di terreno (g g¯1).

Il coefficiente Koc rappresenta un valore singolo che caratterizza la ripartizione, principalmente delle sostanze
chimiche organiche non polari, fra il carbonio organico contenuto nel terreno o nel sedimento e l'acqua. L'ad-
sorbimento di queste sostanze chimiche è in relazione col contenuto organico del solido sorbente (7); quindi, i
valori di Koc dipendono dalle specifiche caratteristiche delle frazioni umiche che differiscono considerevol-
mente per la loro capacità di sorbimento a causa delle differenze di genesi, di provenienza ecc.

2.1.1. Isoterme di adsorbimento

L'equazione delle isoterme di adsorbimento secondo Freundlich collega la quantità della sostanza sotto esame
adsorbita con la concentrazione della sostanza sotto esame in soluzione all'equilibrio (equazione 8).

I dati sono trattati come descritto alla voce «Adsorbimento», e per ciascuna provetta si calcola il contenuto
della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno dopo la prova di adsorbimento (Cs

ads(eq), altrove indicato come
x/m). Si parte dall'idea che l'equilibrio sia stato raggiunto e che Cs

ads(eq) rappresenti il valore all'equilibrio:

Cads
s �eq� =

mads
s �eq�
msoil

=

�
C0 ¯ Cads

aq �eq�� · V0

msoil
��g g¯1� �7�

L'equazione di adsorbimento secondo Freundlich è data dall'espressione:

Cads
s �eq� = Kads

F · Cads
aq �eq�1=n ��g g¯1� �8�

oppure, in forma lineare, dalla:

logCads
s �eq� = logKads

F + 1=n · logCads
aq �eq� �9�

dove:

KF
ads = coefficiente di adsorbimento secondo Freundlich. Le sue dimensioni sono cm3 g¯1 soltanto se 1/n

= 1; in tutti gli altri casi, nelle dimensioni di KF
ads (lg1¯1/n (cm3)1/n g¯1) è introdotto il coefficiente

angolare 1/n;

n = costante di regressione; 1/n è generalmente compreso fra 0,7 e 1,0. Ciò sta a indicare che spesso i
dati relativi al sorbimento si discostano leggermente dalla linearità.

Si tracciano i grafici delle equazioni (8) e (9), e si calcolano i valori di KF
ads e di 1/n attraverso l'analisi di

regressione applicando la (9). Si calcola inoltre il coefficiente di correlazione r2 dell'equazione logaritmica. Un
esempio dei due grafici è presentato nella figura 2.

ASoil ASoil

Fig. 2. Grafici di adsorbimento secondo Freundlich, normali e linearizzati
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2.1.2. Bilancio di massa

Come bilancio di massa (MB) si definisce la percentuale di sostanza che può essere recuperata analiticamente
dopo una prova di adsorbimento, espressa in funzione della quantità nominale di sostanza all'inizio della
prova.

Il trattamento dei dati sarà diverso se il solvente è completamente miscibile con l'acqua. Nel caso del solvente
miscibile con l'acqua, per determinare la quantità di sostanza recuperata per estrazione del solvente si
potranno trattare i dati al modo descritto sotto la voce «Desorbimento». Se il solvente è meno miscibile con
acqua, si dovrà procedere alla determinazione della quantità recuperata.

Il bilancio di massa MB per l'adsorbimento viene calcolato come appresso indicato: si ammette che il termine
(mE) corrisponda alla somma delle masse dei prodotti chimici sotto prova estratte dal terreno o dalla superficie
del recipiente con un solvente organico:

MB =

ÿ
Vrec · Cads

aq �eq� + mE
�

· 100

V0 · C0
�%� �10�

dove:

MB = bilancio di massa (%)

mE = massa totale della sostanza sotto prova, estratta dal terreno e dalle pareti del recipiente in due
stadi (lg)

C0 = concentrazione iniziale di massa della soluzione sotto prova a contatto col terreno (lg/cm3)

Vrec = volume del surnatante recuperato dopo l'equilibrio di adsorbimento (cm¯3).

2.2. DESORBIMENTO

Il desorbimento (D) si definisce come percentuale della sostanza sotto esame che viene desorbita, riferita alla
quantità di sostanza precedentemente adsorbita, nelle condizioni sperimentali:

Dt i =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �11�

dove:

Dti
= percentuale di desorbimento al momento ti (%)

maq
des(ti) = massa della sostanza sotto esame desorbita dal terreno al momento ti (lg)

ms
des(eq) = massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno all'equilibrio di adsorbimento (lg).

Informazioni particolareggiate sul modo di calcolare la percentuale di desorbimento Dti
per i metodi in paral-

lelo e in serie figurano nell'appendice 5.

Il coefficiente apparente di desorbimento (Kdes), nelle condizioni sperimentali, è il rapporto fra il contenuto
della sostanza che rimane nella fase terreno e la concentrazione di massa della sostanza desorbita nella solu-
zione acquosa, al momento in cui l'equilibrio di desorbimento è raggiunto:

Kdes =
mads

s �eq� ¯ mdes
aq �eq�

mdes
aq �eq�

VT

msoil
�cm3 g¯1� �12�

dove:

Kdes = coefficiente di desorbimento (cm3 g¯1)

maq
des(eq) = massa totale della sostanza sotto esame desorbita dal terreno all'equilibrio di desorbimento (lg)

VT = volume totale della fase acquosa a contatto col terreno durante la prova di cinetica del desorbi-
mento (cm3).

Una guida per calcolare il maq
des(eq) figura nell'appendice 5 sotto l'intestazione «Desorbimento».
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Osservazioni:

Se la precedente prova di adsorbimento era stata eseguita col metodo in parallelo, il volume VT nell'equazione
12 viene considerato uguale a V0.

2.2.1. Isoterme di desorbimento

L'equazione delle isoterme di desorbimento secondo Freundlich collega il contenuto della sostanza sotto esame
che rimane adsorbita al terreno alla concentrazione della sostanza sotto esame nella soluzione, all'equilibrio di
desorbimento (equazione 16).

Per ogni provetta, il contenuto della sostanza che rimane adsorbita al terreno all'equilibrio di desorbimento
viene calcolata come segue:

Cdes
s �eq� =

mads
s �eq� ¯ mdes

aq �eq�
msoil

��g g¯1� �13�

maq
des(eq) si definisce come:

mdes
aq �eq� = mdes

m �eq� ·
V0

VF
r

¯ mA
aq��g� �14�

dove:

Cs
des(eq) = contenuto della sostanza sotto esame che rimane adsorbito sul terreno all'equilibrio di desorbi-

mento (lg g¯1)

mm
des(eq) = massa di sostanza determinata analiticamente nella fase acquosa all'equilibrio di desorbimento (lg)

maq
A = massa della sostanza sotto esame residuata dall'equilibrio di adsorbimento a causa dell'incompleta

sostituzione del volume (lg)

maq
des(eq) = massa della sostanza della soluzione all'equilibrio di adsorbimento (lg)

mA
aq = mads

aq �eq� ·
V0 ¯ VR

V0

� �
�15�

Vr
F = volume della soluzione prelevata dalla provetta per la misura della sostanza sotto esame, all'equili-

brio di desorbimento (cm3)

VR = volume del surnatante allontanato dalla provetta dopo il raggiungimento dell'equilibrio all'adsorbi-
mento e sostituito dallo stesso volume di soluzione 0,01 M CaCl2 (cm3).

L'equazione di desorbimento secondo Freundlich è data dalla (16):

Cdes
s �eq� = Kdes

F · Cdes
aq �eq�1=n��g g¯1� �16�

oppure, in forma lineare:

logCdes
s �eq� = logKdes

F + 1=n · logCdes
aq �eq� �17�

dove:

KF
des = coefficiente di desorbimento secondo Freundlich

n = costante di regressione

Caq
des(eq) = concentrazione di massa della sostanza nella fase acquosa all'equilibrio di desorbimento (lg cm¯3).

Le equazioni (16) e (17) possono essere rappresentate graficamente, e i valori di KF
des e 1/n vengono calcolati

per analisi di regressione con l'equazione 17.

Osservazioni:

Se l'esponente 1/n di adsorbimento o desorbimento secondo Freundlich è uguale a 1, le costanti di legame di
adsorbimento o desorbimento secondo Freundlich (KF

ads e KF
des) saranno rispettivamente uguali alle costanti di

equilibrio all'adsorbimento o al desorbimento (Kd e Kdes), e il grafico di Cs in funzione di Caq sarà lineare. Se
gli esponenti sono diversi da 1, i grafici di Cs in funzione di Caq non saranno lineari, e le costanti di adsorbi-
mento e desorbimento varieranno con le isoterme.
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2.2.2. Relazione

La relazione deve comprendere i seguenti dati:

� Identificazione completa dei campioni di terreno utilizzati, comprendenti:

� coordinate geografiche della località (latitudine, longitudine),

� data di prelievo del campione,

� schema d'impiego (esempio: terreno agrario, foresta, ecc.),

� profondità del prelievo,

� contenuto in sabbia/torba/argilla,

� valore del pH (come CaCl2 0,01 M),

� contenuto in carbonio organico,

� contenuto in sostanza organica,

� contenuto in azoto,

� rapporto C/N,

� capacità di scambio cationico (mmol/kg),

� tutte le informazioni relative alla raccolta e alla conservazione dei campioni di suolo,

� dove del caso, tutte le informazioni rilevanti ai fini dell'interpretazione dell'adsorbimento/desorbi-
mento della sostanza sotto esame,

� riferimento ai metodi impiegati per la determinazione di ciascun parametro,

� informazioni sulla sostanza sotto esame, come del caso,

� temperatura della sperimentazione,

� condizioni di centrifugazione,

� procedimento analitico impiegato per analizzare la sostanza sotto esame,

� giustificazione per l'impiego di qualsiasi agente solubilizzante per la preparazione della soluzione di
riserva della sostanza sotto esame,

� spiegazione delle correzioni apportate ai calcoli, se del caso,

� dati secondo il formulario dell'appendice 6 e presentazioni grafiche,

� tutte le informazioni e osservazioni che possono essere utili per interpretare i risultati delle prove.
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APPENDICE 1

Schema di sperimentazione

Messa a punto di un metodo analitico idoneo

Nessun esperimento ulteriore

Disponibile?

Studio preliminare

2 terreni

Scelta dei rapporti ottimali
Terreno/soluzione

Determinazione del
tempo di equilibrio

Controllo dell’ adsorbimento
alla superficie del recipiente

Controllo della stabilità
attraverso il bilancio della massa

progenitrice

Se il bilancio di massa risulta < 90 % la
sostanza in esame è instabile nella scala di tempo

della prova. L’esperimento può proseguire
analizzando ambedue le fasi (terreno e soluzione

acquosa)

La piattaforma di equilibrio è
raggiunta?

Cinetica di adsorbimento

5 terreni

se:
Kd* (msoil/V0) > 0,3 (metodo indiretto: misura della deplezione della soluzione)

Kd* (msoil/V0) > 0,1 (metodo diretto: misura di ambedue le fasi)
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APPENDICE 2

INFLUENZA DELLA PRECISIONE DEL METODO ANALITICO E DEL CAMBIAMENTO DI
CONCENTRAZIONE SULLA PRECISIONE DEI RISULTATI RELATIVI ALL'ADSORBIMENTO

La seguente tabella (84) mostra chiaramente che, quando la differenza fra la massa iniziale (m0 = 110 lg) e la massa
all'equilibrio (mads

aq (eq) = 100 lg) della sostanza sotto esame nella soluzione è assai piccola, un errore del 5 % nella
misura della concentrazione all'equilibrio conduce a un errore del 50 % nel calcolo della sostanza adsorbita nel terreno
(mads

s (eq)) and of 52,4 % nel calcolo del Kd.

Quantità di terreno msoil = 10 g
Volume di soluzione V0 = 100 cm3

mads
aq (eq)
(lg)

Cads
aq (eq)

(lg cm¯3)
R (mads

s (eq)*
(lg)

Cads
s (eq)*

(lg g¯1)
R� Kd* R�

PER A = 9 %

100 1,000 valore vero 10 1,00 valore vero 1

101 1,010 1 % 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %

105 1,050 5 % 5 0,50 50 % 0,476 52,4 %

109 1,090 9 % 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %

PER A = 55 %

50,0 0,500 valore vero 60,0 6,00 valore vero 12,00

50,5 0,505 1 % 59,5 5,95 0,8 % 11,78 1,8 %

52,5 0,525 5 % 57,5 5,75 4,0 % 10,95 8,8 %

55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3 % 10,00 16,7 %

PER A = 99 %

1,100 0,011 valore vero 108,9 10,89 valore vero 990

1,111 0,01111 1 % 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0 %

1,155 0,01155 5 % 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8 %

1,21 0,0121 10 % 108,790 10,8790 0,10 % 899 9,2 %

Dove:

*mads
s (eq)= m0 ¯ mads

aq �eq�; Cads
s �eq� =

�
C0 ¯ Cads

aq �eq�� V0

msoil
; Kd =

mads
s �eq�

mads
aq �eq�

V0

msoil

mads
s (eq) = massa della sostanza sotto esame nella fase terreno all'equilibrio, lg

mads
aq (eq) = massa della sostanza sotto esame nella fase acquosa all'equilibrio, lg

Cads
s (eq) = contenuto della sostanza sotto esame nella fase terreno all'equilibrio, lg g¯1

Cads
aq (eq) = concentrazione in massa della sostanza sotto esame nella fase acquosa all'equilibrio, lg cm¯3

R = errore analitico nella determinazione di mads
aq (eq)

R� = errore calcolato dovuto all'errore analitico R.

m
0

=
11

0
lg

o
C 0

=
1,

10
0

lg
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APPENDICE 3

TECNICHE DI VALUTAZIONE PER Kd

1. Le tecniche di valutazione consentono di prevedere i valori di Kd basandosi, ad esempio, sulle correlazioni con i
valori di Pow (12) (39) (63-68), sui dati relativi alla solubilità in acqua (12) (19) (21) (39) (68-73), o su quelli relativi
alla polarità ricavati applicando la HPLC in fase invertita (74-76). Come mostrato nelle tabelle 1 e 2, queste equa-
zioni permettono di calcolare i valori di Koc o di Kom, dai quali si ricava indirettamente il valore di Kthat are calcu-
lated from these equations and then, indirectly, the Kd attraverso le equazioni:

Koc = Kd ·
100
%oc
�cm3 g¯1� Kom =

Kd

1; 724
·

100
%oc
�cm3 g¯1�

2. Queste correlazioni si fondano essenzialmente su due supposizioni: (1) la principale influenza sull'adsorbimento di
una sostanza viene esercitata dalla sostanza organica contenuta nel terreno; (2) le interazioni che si manifestano
hanno principalmente un carattere non polare. Di conseguenza, tali correlazioni: (1) non possono essere applicate
alle sostanze polari, o possono esserlo soltanto in misura limitata; (2) non possono essere applicate nei casi in cui il
contenuto in sostanza organica del terreno è molto basso (12). Inoltre, sebbene si siano trovate correlazioni soddi-
sfacenti fra i valori di Pow e l'adsorbimento (19), lo stesso non può dirsi per le relazioni fra la solubilità in acqua e
la misura dell'adsorbimento (19) (21); gli studi effettuati fino ad oggi hanno dato esiti assai contraddittori.

3. Nelle tabelle 1 e 2 sono indicati rispettivamente alcuni esempi di correlazione fra il coefficiente di adsorbimento e
il coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua, nonché alcuni dati relativi alla solubilità in acqua.

Tabella 1. Esempi di correlazione fra il coefficiente di distribuzione all'adsorbimento e il coefficiente di ripartizione
ottanolo-acqua [per ulteriori esempi cfr. (12) (68)]

Sostanza Correlazioni Autori

Uree sostituite log Kom = 0,69 + 0,52 log Pow Briggs (1981) (39)

Chloroganici aromatici log Koc = ¯0,779 + 0,904 log Pow Chiou et al. (1983) (65)

Antiparassitari diversi log Kom = 4,4 + 0,72 log Pow Gerstl e Mingelgrin (1984) (66)

Idrocarburi aromatici log Koc = ¯2,53 + 1,15 log Pow Vowles e Mantoura (1987) (67)

Tabella 2. Esempi di correlazione fra il coefficiente di distribuzione all'adsorbimento e la solubilità in acqua [per
ulteriori esempi cfr. (68) (69)].

Sostanza Correlazioni Autori

Antiparassitari diversi log Kom = 3,8 - 0,561 log Sw Gerstl e Mingelgrin (1984) (66)

Sostanze alifatiche e aromati-
che clorurate

log Kom = (4,040 +/¯ 0,038) �
(0,557 +/¯ 0,012) log Sw

Chiou et al. (1979) (70)

a-naftolo log Koc = 4,273 - 0,686 log Sw Hasset et al. (1981) (71)

Sostanze cicliche, alifatiche e
aromatiche

log Koc = ¯1,405 � 0,921 log Sw �
0,00953 (mp-25)

Karickhoff (1981) (72)

Composti vari log Kom = 2,75 - 0,45 log Sw Moreale van Blade (1982) (73)
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APPENDICE 4

CALCOLI PER LE DEFINIZIONE DELLE CONDIZIONI DI CENTRIFUGAZIONE

1. Il tempo di centrifugazione è dato dalla formula seguente, basata sul presupposto che le particelle siano sferiche e
nella quale, per semplificare, tutti i parametri sono espressi in unità non appartenenti al SI (g, cm).

t =
9
2

�

!2rp2��s ¯ �aq�
� �

ln�Rb=Rt
� �1�

dove:

x = velocità angolare (=2 p rpm/60), rad s¯1

rpm = giri al minuto

g = viscosità della soluzione (g s¯1 cm¯1)

rp = raggio delle particelle (cm)

qs = densità del terreno (g cm¯3)

qaq = densità della soluzione (g cm¯3)

Rt = distanza dal centro del rotore della centrifuga alla sommità della soluzione nella provetta da centrifuga (cm)

Rb = distanza dal centro del rotore della centrifuga al fondo della provetta da centrifuga, cm

Rb-Rt = lunghezza della miscela terreno/soluzione della provetta da centrifuga, cm.

In pratica, per assicurare la separazione completa si usa generalmente raddoppiare i tempi calcolati.

2. L'equazione 1 può essere ulteriormente semplificata ammettendo che la viscosità (g) e la densità (qaq) della solu-
zione siano uguali alla viscosità e alla densità dell'acqua a 25 °C; ne deriva che g = 8,95 × 10¯3 g s¯1 cm¯1 and qaq
= 1,0 g, cm¯3.

Il tempo di centrifugazione si ricava quindi dall'equazione (2):

t =
3; 7

�rpm�2 · rp
2��s ¯ 1� ln

Rb
Rt

�2�

3. Dall'equazione 2 risulta chiaro che, per stabilire le condizioni di centrifugazione (tempo e velocità) da applicare per
ottenere la separazione delle particelle di una data grandezza (nel nostro caso, quelle da 0,1 lm di raggio), i para-
metri importanti sono due: a) la densità del terreno; b) l' «altezza» (Rb-Rt) della miscela contenuta nella provetta da
centrifuga, cioè la distanza che una particella di terreno deve percorrere dalla sommità della soluzione al fondo
della provetta. Ovviamente, a parità del volume di contenuto, tale altezza dipenderà dal quadrato del raggio della
provetta.

4. Nella figura 1 è rappresentato il modo di variare del tempo di centrifugazione (t) in funzione della velocità di cen-
trifugazione (rpm), secondo le diverse densità del terreno (qs) (Fig. 1a) e secondo la diversa altezza della miscela
nelle provette (Fig. 1b). Dalla Fig. 1a risulta ovvia l'influenza della densità del terreno: ad esempio, per una centrifu-
gazione classica a 3 000, il tempo di centrifugazione è di 240 min per una densità di 1,2 g cm3, ma scende a 50
min per una densità di 2,0 g cm3. Analogamente, dalla Figura 1b si vede che, per una centrifugazione classica a
3 000 rpm il tempo di centrifugazione è dell'ordine di 50 min. quando l'altezza della miscela è di 10 cm, ma
scende a soli 7 min per un'altezza di 1 cm. È comunque importante trovare un compromesso ottimale fra le condi-
zioni di centrifugazione, che richiedono la minor altezza possibile, e la facilità di manipolazione da parte dello spe-
rimentatore al momento di separare le fasi dopo la centrifugazione.
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5. Nello stabilire le condizioni sperimentali per la separazione delle fasi terreno/soluzione non va altresí trascurata la
possibile esistenza di una terza «pseudofase» , costituita dai colloidi. Le particelle colloidali, di diametro inferiore a
0,2 lm, possono avere un effetto importante sull'intero meccanismo di adsorbimento di una data sostanza in una
sospensione di terreno. Quando la centrifugazione viene eseguita al modo sopra descritto, i colloidi restano nella
fase acquosa e vengono analizzati insieme a quest'ultima, e i dati relativi ai loro effetti vanno perduti.

Se il laboratorio che esegue l'analisi è dotato di strumenti per l'ultracentrifugazione o l'ultrafiltrazione, l'adsorbi-
mento/desorbimento di una sostanza nel terreno può essere studiato più a fondo, per approfondire la maniera in
cui la sostanza sotto esame viene adsorbita dai colloidi. In questo caso, per separare le tre fasi (terreno, colloidi,
soluzione) si dovrebbe procedere a un'ultracentrifugazione a 60 000 rpm o un'ultrafiltrazione su filtri con pori da
100 000 dalton. La sostanza sotto esame va ricercata in tutte e tre le fasi, per cio il protocollo di sperimentazione
dovrebbe essere modificato di conseguenza.
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Fig. 1a. Variazione dei tempi di centrifugazione (t) in funzione della velocità di centrifugazione (rpm) per differenti
densità (qs). dei terreni Rt = 10 cm, Rb-Rt = 10 cm, g = 8.95 × 10¯3 g s¯1 cm¯1; qaq = 1,0 g cm¯3 a 25 °C.
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Fig. 1b. Variazione dei tempi di centrifugazione (t) in funzione della velocità di centrifugazione (rpm) per differenti
altezze della miscela nella provetta (Rb-Rt) = L; Rt = 10 cm, g = 8.95 × 10¯3 g s¯1 cm¯1; qaq = 1.0 g cm¯3 a
25 °C; qs = 2.0 g cm¯3.
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APPENDICE 5

CALCOLO DELL'ADSORBIMENTO A (%) E DEL DESORBIMENTO D (%)

Lo schema cronologico del procedimento è il seguente:

∆t1 ∆t2 ∆tn–1 ∆tn

t0 t1 t2 tn–2 tn–1 tn
Tempo t

Per tutti i calcoli si parte dal presupposto che la sostanza sotto esame sia stabile e non rimanga significativamente
adsorbita sulle pareti del recipiente.

ADSORBIMENTO A (A %)

a) Metodo in parallelo

La percentuale di adsorbimento è calcolata per ciascuna provetta (i) a ciascun attimo (ti), secondo l'equazione:

Ati =
mads

s �ti� · 100
m0

�%� �1� (1)

I termini di quest'equazione possono essere calcolati come segue:

m0 = C0 · V0 �lg� �2�

mads
s �ti� = m0 ¯ Cads

aq �ti� · V0 �lg� �3�

dove:

Ati
= percentuale di adsorbimento (%) all'attimo ti

ms
ads(ti) = massa della sostanza sotto esame sul terreno all'attimo ti in cui viene eseguita l'analisi (lg)

m0 = massa della sostanza sotto esame nella provetta, all'inizio della prova (lg)

C0 = concentrazione di massa iniziale della soluzione sotto esame a contatto col terreno (lg cm¯3)

Caq
ads(ti) = concentrazione di massa della sostanza nella fase acquosa all'attimo ti in cui l'analisi viene effettuata

(lg cm¯3); questa concentrazione viene determinata analiticamente tenendo conto dei valori forniti dai
«bianchi»

V0 = volume iniziale della soluzione di prova a contatto col terreno (cm3).

I valori della percentuale di adsorbimento Ati
o Caq

ads(ti) vengono riportati graficamente in funzione del tempo, e si
determina il tempo dopo il quale viene raggiunto l'equilibrio di sorbimento. Esempi di questi grafici sono riportati
rispettivamente nella fig. 1 e fig. 2.

(1) Equazione applicabile tanto al metodo diretto quanto al metodo indiretto. Tutte le altre equazioni sono applicabili esclusivamente al
metodo indiretto.
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Fig. 1. Grafico di equilibrio all'adsorbimento
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Fig. 2. Concentrazione di massa della sostanza sotto esame nella fase acquosa (Caq) in funzione del tempo

b) Metodo in serie

Nelle equazioni che seguono si è tenuto conto del fatto che la procedura di adsorbimento viene eseguito attraverso
misure della sostanza sotto esame su piccole aliquote della fase acquosa, eseguite a specifici intervalli di tempo.

� Durante ciascun intervallo di tempo, la quantità di sostanza adsorbita dal terreno si calcola come segue:

� per il primo intervallo di tempo Dti = ti¯ t0

mads
s �Dt1� = m0 ¯ mads

m �t1� ·
V0

vA
a

� �
�4�

� per il secondo intervallo di tempo Dt2 = t2 ¯ t1

mads
s �Dt2� = mads

m �t1� ·
V0

vA
a

� �
¯ mads

m �t2� ·
V0 ¯ vA

a

vA
a

� �
�5�
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� per il terzo intervallo di tempo Dt3 = t3 ¯ t2

mads
s �Dt3� = mads

m �t2� ·
V0 ¯ vA

a

vA
a

� �
¯ mads

m �t3� ·
V0 ¯ 2 · vA

a

vA
a

� �
�6�

� per l'ennesimo intervallo di tempo Dtn = tn ¯ tn¯1

mads
s �Dtn� = mads

m �tn ¯ 1� ·
V0 ¯ �n ¯ 2� · vA

a

vA
a

� �
¯ mads

m �tn� ·

ÿ
V0 ¯ �n ¯ 1� · vA

a

�
vA

a

� �
�7�

� La percentuale di adsorbimento ad ogni intervallo di tempo, ADti
, si calcola con l'equazione seguente:

ADti =
mads

s �Dti�
m0

· 100 �%� �8� (1)

mentre la percentuale di adsorbimento (Ati
) a un dato attimo ti si ricava con l'equazione:

Ati =

XDti

j�Dt1

mads
s �j�

m0
· 100 �%� �9� (1)

Si riportano graficamente i valori dell'adsorbimento Ati
o ADti

(secondo le necessità dello studio) in funzione del
tempo, e si determina il tempo dopo il quale si raggiunge l'equilibrio di sorbimento.

� Al tempo di equilibrio teq:

� la massa della sostanza sotto esame adsorbita sul terreno è:

mads
s �eq� =

Xn

Dti = 1

mads
s �Dti� �10� (1)

� la massa della sostanza sotto esame nella soluzione è:

mads
aq �eq� = m0 ¯

Xn

Dti�1

mads
s �Dti� �11� (1)

� la percentuale di adsorbimento all'equilibrio è:

Aeq =
mads

s �eq�
m0

· 100 �%� �12� (1)

I parametri sopra impiegati sono definiti come segue:

ms
ads(Dt1), ms

ads(Dt2), �, ms
ads(Dtn) = massa di sostanza adsorbita sul terreno, rispettivamente durante gli intervalli

di tempo Dt1, Dt2, �, Dtn (lg)

mm
ads(t1), mm

ads(t2), �, mn
ads(tn) = massa della sostanza misurata in un'aliquota va

A , rispettivamente agli attimi
t1, t2, �, tn (lg)

ms
ads(eq) = massa della sostanza adsorbita sul terreno all'equilibrio di adsorbimento (lg)

maq
ads(eq) = massa della sostanza nella soluzione all'equilibrio di adsorbimento (lg)

va
A = volume dell'aliquota nella quale viene misurata la sostanza in esame (cm3)

ADti
= percentuale di adsorbimento corrispondente all'intervallo di tempo Dti (%)

Aeq = percentuale di adsorbimento all'equilibrio (%).

(1) Equazione applicabili tanto al metodo diretto quanto al metodo indiretto. Tutte le altre equazioni sono applicabili esclusivamente al
metodo indiretto.
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DESORBIMENTO D (%)

Quale tempo iniziale t0 dell'esperimento di cinetica del desorbimento si considera il momento in cui il massimo volume
recuperato della soluzione della sostanza sotto esame (dopo che è stato raggiunto l'equilibrio di adsorbimento) è sosti-
tuito da un uguale volume di soluzione di CaCl2 M.

a) Metodo in parallelo

All'attimo ti, si misura la massa della sostanza sotto esame nella fase acquosa prelevata dalla provetta i (Vr
i ), e si cal-

cola la massa desorbita con l'equazione:

mdes
aq �ti� = mdes

m �ti� ·
V0

vi
r

� �
¯ mA

aq �13�

All'equilibrio di desorbimento è ti = teq, e pertanto è maq
ads(ti) = maq

ads(eq).

La massa della sostanza sotto esame desorbita durante l'intervallo di tempo (Dti) è data dall'equazione:

mdes
aq �Dti� = mdes

aq �ti� ¯
Xi ¯ 1

j�1

mdes
aq �j� �14�

La percentuale di desorbimento si calcola:

� all'attimo ti , con l'equazione:

Dti =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �15�

� durante l'intervallo di tempo (Dti), con l'equazione:

DDti =
mdes

aq �Dti�
mads

s �eq� · 100 �%� �16�

dove:

Dti
= percentuale di desorbimento all'attimo ti (%)

DDti
= percentuale di desorbimento corrispondente all'intervallo di tempo Dti (%)

maq
des(ti) = massa della sostanza sotto esame desorbita all'attimo ti, (lg)

maq
des(Dti) = massa della sostanza sotto esame desorbita durante l'intervallo di tempo Dti (lg)

mm
des(ti) = massa della sostanza sotto esame misurata analiticamente all'attimo ti nel volume Vr

i di soluzione
prelevata per l'analisi (lg)

maq
A = massa della sostanza sotto esame rimasta all'equilibrio di adsorbimento per effetto dell'incompleta

sostituzione del volume (lg)

mA
aq = mads

aq �eq� ·
V0 ¯ VR

V0

� �
�17�

maq
ads(eq) = massa della sostanza sotto esame nella soluzione all'equilibrio ed adsorbimento (lg)

VR = volume del surnatante eliminato dal tubo dopo che è stato raggiunto l'equilibrio di adsorbimento
in sostituzione dello stesso volume di soluzione 0,01 M CaCl2 (cm3)

Vr
i = volume della soluzione prelevata dalla provetta (i) per la misura della sostanza sotto esame, nel-

l'esperimento di cinetica di desorbimento (cm3).
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Si riportano graficamente i valori del desorbimento Dti
o DDti

(secondo le necessità dello studio) in funzione del
tempo, e si determina il tempo dopo il quale si raggiunge l'equilibrio di desorbimento.

b) Metodo in serie

Le seguenti equazioni tengono conto del fatto che il precedente processo di adsorbimento era stato effettuato misu-
rando la sostanza sotto esame in piccole aliquote (va

A) della fase acquosa (cfr. punto 14.9., «1.9. Esecuzione del-
l'esperimento», metodo in serie). Si ammette quanto segue: a) il volume del surnatante allontanato dal tubo dopo
l'esperimento sulla cinetica di adsorbimento è sostituito dallo stesso volume (VR) di soluzione 0,01 M di CaCl2; b) il
volume totale di fase acquosa a contatto col terreno (VT) durante l'esperimento di cinetica di desorbimento rimane
costante ed è espresso dall'equazione:

VT = V0 ¯
Xn

i�1

vA
a �i� �18�

All'attimo ti:

� si misura la massa della sostanza sotto esame in una piccola aliquota (va
D), e si calcola la massa desorbita con

l'equazione:

mdes
aq �ti� = mdes

m �ti� ·
VT

vD
a

� �
¯ mA

aq ·

ÿ
VT ¯ �i ¯ 1� · vD

a

�
VT

� �
�19�

� all'equilibrio di desorbimento è ti = teq e pertanto è maq
des(ti) = maq

des(eq)

� si calcola la percentuale di desorbimento Dti
con la seguente equazione:

Dti =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �20�

Per l'intervallo di tempo (Dti):

la quantità di sostanza desorbita durante ciascun intervallo di tempo si calcola come segue:

� per il primo intervallo di tempo, Dt1 = t1¯t0

mdes
aq �Dt1� = mdes

m �t1� · VT
vD

a

� �
¯ mA

aq and mdes
s �t1� = maq

s �eq� ¯ mdes
aq �Dt1� (21)

� per il secondo intervallo di tempo, Dt2 = t2¯t1

mdes
aq �Dt2� = mdes

m �t2� ·
VT

vD
a

� �
¯ mdes

aq �Dt1� ·
�VT ¯ vD

a �
VT

� �
¯ mA

aq ·
�VT ¯ vD

a �
VT

� �
and

mdes
s �t2� = mads

s �eq� ¯ mdes
aq �Dt1� + mdes

aq �Dt2�
h i

�22�

� per l'ennesimo intervallo di tempo, Dtn = tn-tn¯1

mdes
aq �Dtn� = mdes

m �tn� ·
VT

vD
a

� �
¯ mA

aq ·

ÿ
VT ¯ �n ¯ 1� · vD

a

�
VT

� �
¯

Xn ¯ 1

i = 1; nÊ1

ÿ
VT ¯ �n ¯ i� · vD

a

�
VT

· mdes
aq �Dti�

� �" #
and

mdes
s �tn� = mads

s �eq� ¯
Xn

i�1; nÊ1

mdes
aq �Dti� �23�
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In conclusione, la percentuale DDti
di desorbimento per ciascun intervallo di tempo si calcola con l'equazione

DDti =
mdes

aq �Dti�
mads

s �eq� · 100 �%� �24�

dove la percentuale di desorbimento Dti
all'attimo ti è data dall'equazione:

Dti =

XDti

j = Dt1

mdes
aq �j�

mads
s �eq� · 100 =

mdes
aq �ti�

mads
s �eq� · 100 �%� �25�

dove i parametri sopra impiegati sono definiti come segue:

ms
des(Dt1), ms

des(Dt2), �, ms
des(Dtn) = massa della sostanza che rimane rispettivamente adsorbita sul terreno dopo gli

intervalli di tempo Dt1, Dt2, �, Dtn (lg)

maq
des(Dt1), maq

des(Dt2), �, maq
des(Dtn) = massa della sostanza di prova rispettivamente desorbita durante gli intervalli di

tempo Dt1, D t2, �, Dtn (lg)

mm
des(t1), mm

des(t2), � mm
des(tn) = massa della sostanza rispettivamente misurata in un'aliquota va

D ai momenti t1,
t2, �, tn, (lg)

VT = volume totale della fase acquosa a contatto col terreno durante l'esperimento di
cinetica di desorbimento effettuato col metodo in serie (cm3)

maq
A = massa della sostanza sotto esame rimasta dopo l'equilibrio di adsorbimento per

effetto della sostituzione incompleta del volume, (lg)

mA
aq =

�
V0 ¯

Xn

i = 1

vA
a �i�
�

¯ VR�
V0 ¯

Xn

i = 1

vA
a �i�
�

0BBBB@
1CCCCA · mads

aq �eq� �26�

VR = volume del surnatante allontanato dalla provetta dopo il raggiungimento del-
l'equilibrio di adsorbimento e sostituita dallo stesso volume di soluzione 0,01
M di CaCl2 (cm3)

va
D = volume dell'aliquota prelevata a fini analitici dalla provetta i), durante l'esperi-

mento di cinetica di desorbimento effettuato col metodo in serie (cm3)

vD
a Ä 0,02 · VT �27�
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APPENDICE 6

ADSORBIMENTO-DESORBIMENTO NEI SUOLI: FORMULARI DI PRESENTAZIONE DEI RISULTATI

Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Idoneità del metodo analitico

Suolo pesato g

Suolo: massa secca g

Volume di soluzione CaCl22 cm3

Concentrazione nominale soluzione finale lg cm¯3

Concentrazione analitica soluzione finale lg cm¯3

Principio del metodo analitico impiegato:

Taratura del metodo analitico:

L 225/232 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Metodologia analitica seguita: Indiretta n In parallelon In serie n

Diretta n

Prova di adsorbimento: campioni esaminati

Simbolo UnitÈ Tempo di
equilibrazione

Tempo di
equilibrazione

Tempo di
equilibrazione

Tempo di
equilibrazione

N. della provetta

Suolo pesato � g

Suolo: massa secca msoil g

Volume d'acqua nel suolo pesato
(calcolato)

VWS cm3

Volume di soluzione 0,01 M
CaCl2 per equilibrare il suolo

cm3

Volume della soluzione di riserva cm3

Volume totale della fase acquosa
a contatto col suolo

V0 cm3

Concentrazione iniziale della
soluzione di prova

C0 lg cm¯3

Massa della sostanza in esame
all'inizio della prova

m0 lg

Dopo agitazione e centrifugazione

Metodo indiretto

Metodo parallelo

Concentrazione sostanza in
esame fase acquosa (compresa
correzione del bianco)

Cads
aq (ti) lg cm¯3

Metodo in serie

Massa di sostanza in esame misu-
rata nell�aliquota VA

a

mads
aq (ti) lg

Metodo diretto

Massa della sostanza in esame
adsorbita nel suolo

mads
s (ti) lg

Concentrazione dell'adsorbimento

Adsorbimento Ati
%

ADti
%

Media

Adsorbimento coefficient Kd cm3 g¯1

Media

Adsorbimento Koc cm3 g¯1

Media
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Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Prova di adsorbimento: bianchi e controllo

Simbolo Unità Bianco Bianco Controllo

Provetta N.

Suoli pesati g 0 0

Quantità d'acqua nel suolo pesato (cal-
colata)

cm3 � �

Volume di soluzione 0,01 M CaCl2
aggiunta

cm3

Volume della soluzione di riserva della
sostanza in esame aggiunta

cm3 0 0

Volume totale della fase acquosa (cal-
colata)

cm3 � �

Concentrazione iniziale della sostanza
in esame della fase acquosa

lg cm¯3

Dopo agitazione e centrifugazione

Concentrazione nella fase acquosa lg cm¯3

Osservazione: aggiungere colonne se necessario.
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Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Bilancio di massa

Simbolo Unità

Provetta n.

Suolo pesato � g

Suolo: massa secca msoil g

Volume d'acqua nel suolo pesato (calcolato) VWS ml

Volume di soluzione 0,01 M CaCl2 per equili-
brare il suolo

ml

Volume della soluzione di riserva cm3

Volume totale della fase acquosa a contatto col
suolo

V0 cm3

Concentrazione iniziale della soluzione in
esame

C0 lg cm¯3

Tempo di equilibrazione � h

Dopo agitazione e centrifugazione

Concentrazione della sostanza in esame. Fase
acquosa all'equilibrio di adsorbimento, com-
presa la correzione per il bianco

Cads
aq (eq) lg cm¯3

Tempo di equalibrazione teq h

1a diluizione con solvente

Volume eliminato di fase acquosa Vrec cm3

Volume aggiunto di solvente DV cm3

1a estrazione col solvente

Segnale analizzato nel solvente SE1 var.

Concentrazione della sostanza in esame nel
solvente

CE1 lg cm-3

Massa della sostanza estratta dal suolo e dalle
pareti del recipiente

mE1 lg

2a diluizione col solvente

Volume di solvente eliminato DVs cm3

Volume di solvente aggiunto DV¡ cm3

2a estrazione col solvente

Segnale analizzato nella fase solvente SE2 var.

Concentrazione della sostanza in esame nel
solvente

CE2 lg cm-3

Massa della sostanza estratta dal suolo e dalle
pareti del recipiente

mE2 lg

Massa totale della sostanza in esame estratta in
due fasi

mE lg

Bilancio di massa MB %
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Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Isoterme di adsorbimento

Simbolo Unità

Provetta n.

Suolo pesato � g

Suolo: massa secca E g

Volume dell'acqua nel suolo
pesato (calcolato)

VWS cm3

Volume di soluzione di 0,01
CaCl2 M necessaria per equi-
librare il suolo

cm3

Volume di soluzione di
riserva aggiunto

cm3

Volume totale di fase
acquosa a contatto col suolo
(calcolato)

V0 cm3

Soluzione della concentra-
zione

C0 lg cm¯3

Tempo di equilibrio � h

Dopo agitazione e centrifugazione

Concentrazione della
sostanza nella fase acquosa,
compresa la correzione per il
bianco

Cads
aq (eq) lg cm-3

Temperatura °C

Massa adsorbita per unità di
suolo

Cads
s (eq) lg g¯1

Analisi di regressione:

valore di Kads
F :

valore di l/n:

coefficiente di regressione r2:
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Sostanza esaminata:

Suolo esaminato:

Contenuto in sostanza secca del suolo (105 °C, 12 h): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Metodologia analitica seguita: Indiretta n Parallel n In serie n

Prova di desorbimento

Simbolo Unità Intervallo
di tempo

Intervallo
di tempo

Intervallo
di tempo

Intervallo
di tempo

N. della provetta proveniente dallo stadio di adsorbi-
mento

Massa della sostanza adsorbita sul suolo all�equilibrio
di adsorbimento

mads
s (eq) lg

Volume di fase acquosa eliminato e sostituito da 0,01
M CaCl2

VR cm3

Volume totale di fase acquosa a contatto
col suolo

PM
SM

V0
VT

cm3

cm3

Massa della sostanza in esame rimasta dopo l�equili-
brio di adsorbimento per effetto della sostituzione
incompleta del volume

mA
aq lg

Cinetica di desorbimento

Massa misurata di sostanza desorbita dal suolo al
momento ti

mdes
m (ti) lg

Volume della soluzione prelevata dalla
provetta (i) per la misura della sostanza in
esame

PM Vi
r cm3

SM VD
a cm3

Massa della sostanza desorbita dal suolo al momento
ti (calcolata)

mdes
aq (ti) lg

Massa della sostanza desorbita dal suolo durante l�in-
tervallo di tempo Dti (calcolata)

mdes
aq (Dti) lg

Percentuale di desorbimento

Desorbimento al tempo ti Dti
%

Desorbimento nell�intervallo di tempo di Dti DDti
%

Coefficiente di desorbimento apparente Kdes

PM: Metodo in parallelo.

SM: Metodo in serie.
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C.19. STIMA DEL COEFFICIENTE DI ADSORBIMENTO (kOC) SUL TERRENO E SUI FANGHI DI ACQUE DA
SCARICO MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA PRESTAZIONE (HPLC)

1. METODO

Il metodo qui descritto corrisponde al TG121 (2000) dell'OCSE.

1.1. INTRODUCTION

Le caratteristiche di adsorbimento delle sostanze presenti nei terreni o nei fanghi di acque da scarico possono
essere descritte con parametri determinati per via sperimentale tramite il metodo di prova C 18. Un parametro
importante è il coefficiente di adsorbimento, definito come il rapporto tra la concentrazione di una sostanza
nel suolo/fango e la concentrazione della sostanza stessa nella fase acquosa all'equilibrio di adsorbimento. Il
coefficiente di adsorbimento Koc normalizzato al contenuto di carbonio organico del terreno è un buon indica-
tore della capacità a formare legami di una sostanza chimica alla componente organica del suolo e dei fanghi
di acque da scarico e permette di fare confronti tra diverse sostanze chimiche. Questo parametro può essere
stimato mediante correlazioni con la solubilità in acqua e con il coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua (1)
(2) (3) (4) (5) (6) (7).

Il metodo sperimentale descritto in questo test consente di stimare il coefficiente di adsorbimento Koc nel suolo
e nei fanghi di acque da scarico mediante cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC) (8). L'affidabilità
dei valori stimati con questo metodo è superiore a quella ottenuta tramite QSAR (relazione quantitativa strut-
tura-attività) (9). Trattandosi di un metodo di stima, non può sostituire completamente gli esperimenti di equi-
librio in batch usati nel metodo di prova 18. Tuttavia, stimare il valore Koc può essere utile nella scelta dei
parametri più appropriati per gli studi di adsorbimento-desorbimento secondo il metodo di prova C.18 e a tal
fine si calcola il valore Kd (coefficiente di distribuzione) o Kf (coefficiente di adsorbimento di Freundlich) in
base all'equazione 3 (cfr. punto 1.2).

1.2. DEFINIZIONI

Kd: si definisce coefficiente di distribuzione il rapporto tra le concentrazioni all'equilibrio C di una sostanza in
esame disciolta in un sistema a due fasi composto da un mezzo adsorbente (terreno o fanghi di acque da sca-
rico) e una fase acquosa; è un valore adimensionale quando le concentrazioni in entrambe le fasi sono espresse
in termini di peso/peso. Se la concentrazione nella fase acquosa è indicata in termini di peso/volume, il valore
sarà espresso in unità ml · g¯1. Il valore di Kd può variare in base alle proprietà di adsorbimento e col variare
della concentrazione.

Kd =
Csuolo

Caq
or

Cfango

Caq
�1�

dove:

Csuolo = concentrazione della sostanza in esame nel terreno all'equilibrio (lg · g¯1)

Cfango = concentrazione della sostanza in esame nel fango all'equilibrio (lg · g¯1)

Caq = concentrazione della sostanza in esame nella fase acquosa all'equilibrio (lg · g¯1, lg · ml¯1).

Kf: il coefficiente di adsorbimento di Freundlich è definito come la concentrazione della sostanza in esame nel
suolo o nei fanghi di acque da scarico (x/m) quando la concentrazione all'equilibrio nella fase acquosa Caq è
uguale a uno; le unità si riferiscono a lg · g¯1 di sostanza adsorbente. Il valore può variare in base alle pro-
prietà adsorbenti.

log
x
m

= log Kf +
1
n

· log Caq �2�

dove:

x/m = quantità (in (lg) di sostanza in esame x adsorbita a contatto con una quantità (in g) di sostanza adsor-
bente m all'equilibrio

1/n = pendenza dell'isoterma di adsorbimento di Freundlich

Caq = concentrazione della sostanza in esame nella fase acquosa all'equilibrio (lg · ml¯1)

At Caq = 1; log Kf = log
x
m
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Koc: il coefficiente di distribuzione (Kd) o il coefficiente di adsorbimento di Freundlich (Kf) normalizzati al con-
tenuto di carbonio organico (foc) della sostanza adsorbente; specialmente per le sostanze chimiche non ioniz-
zate fornisce un'indicazione approssimativa dell'entità di adsorbimento tra una sostanza e il mezzo adsorbente
e consente di effettuare confronti tra diverse sostanze chimiche. A seconda delle dimensioni di Kd e Kf, Koc
può essere un valore adimensionale o essere espresso in lg · g¯1 di sostanza organica.

Koc =
Kd

foc
�valore adimensionale o ml · g¯1� o

Kf

foc
��g · g¯1� �3�

La relazione tra Koc e Kd non è sempre lineare, pertanto i valori di Koc possono variare da terreno a terreno,
anche se la loro variabilità è notevolmente minore rispetto i valori di Kd o di Kf.

Il coefficiente di adsorbimento (Koc) viene ricavato dal fattore di capacità (k¡) usando un diagramma di taratura
log k¡ / log Koc dei composti di riferimento selezionati.

k0 =
tR ¯ t0

t0
�4�

dove:

tR: tempo di ritenzione in HPLC del test e della sostanza di riferimento (minuti)

t0: tempo morto in HPLC (minuti) (cfr. punto 1.8.2).

POW: il coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua è definito come il rapporto tra le concentrazioni di una
sostanza disciolta in n-ottanolo e quella disciolta in acqua; si tratta di una valore adimensionale

Pow =
Cottanolo

Caq
�= Kow� �5�

1.3. SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Prima di applicare il metodo è opportuno conoscere la formula di struttura, la purezza e la costante di disso-
ciazione (se la sostanza è ionizzabile). Sono utili anche informazioni sulla solubilità in acqua e in solventi
organici, sul coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua e sulle caratteristiche di idrolisi.

Per stabilire una correlazione tra i tempi di ritenzione in HPLC che riguardano la sostanza in esame con il suo
coefficiente di adsorbimento Koc occorre costruire un grafico di taratura log Koc / log k' che comprenda
almeno sei punti di riferimento, di cui almeno uno al di sopra e uno al di sotto del valore previsto per la
sostanza in esame. L'accuratezza del metodo può essere migliorata in modo significativo utilizzando sostanze
di riferimento che presentino affinità strutturali con la sostanza in esame. Se tali dati non sono disponibili, la
selezione delle sostanze di taratura è affidata al giudizio dell'operatore. In tal caso è consigliabile scegliere una
serie più generale di sostanze strutturalmente eterogenee. Le sostanze e i valori di Koc che possono essere uti-
lizzati per i fanghi di acque da scarico e per il terreno sono elencati, rispettivamente, nella tabella 1 e nella
tabella 3 dell'appendice. La scelta di altre sostanze di riferimento va motivata.

1.4. PRINCIPIO DEL METODO UTILIZZATO

L'HPLC viene eseguita con colonne analitiche impaccate con una fase solida commerciale di cianopropile con-
tenente gruppi lipofili e polari. Si utilizza inoltre una fase stazionaria moderatamente polare su una matrice di
silice:

� O � Si

silice

� CH2 � CH2 � CH2

spaziatore non polare

� CN

gruppo polare

| |

| |

| |

| |

| |

| |

| |

| |
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Il principio del metodo è analogo al metodo di prova A.8 (coefficiente di ripartizione, metodo per HPLC).
Durante il passaggio nella colonna insieme alla fase mobile la sostanza in esame interagisce con la fase stazio-
naria. La ripartizione tra la fase mobile e la fase stazionaria provoca un rallentamento della sostanza in esame.
La doppia composizione della fase stazionaria, che ha gruppi polari e non polari, consente l'interazione tra i
gruppi polari e non polari di una molecola in maniera analoga a quanto avviene per le sostanze organiche
nelle matrici di terreno o di fango. Ciò permette di stabilire una relazione tra il tempo di ritenzione in colonna
ed il coefficiente di adsorbimento sulla sostanza organica.

Il pH influenza in maniera significativa le caratteristiche di adsorbimento, specie per le sostanze polari. Nei ter-
reni agricoli o nei collettori degli impianti di trattamento dei fanghi di acque da scarico il pH varia normal-
mente tra 5,5 e 7,5. Per le sostanze ionizzabili, nei casi in cui almeno il 10 % del composto in esame verrà
dissociato nel range di pH compreso tra 5,5 e 7,5, occorre eseguire due test, uno sulla forma ionizzata e l'altro
sulla forma non ionizzata, utilizzando soluzioni tampone adeguate.

Poiché la relazione tra il tempo di ritenzione nella colonna per HPLC e il coefficiente di adsorbimento è il solo
criterio impiegato per la stima, non è necessario ricorrere a metodi analitici quantitativi, ma basta solo la
determinazione del tempo di ritenzione. Avendo a disposizione un gruppo adeguato di sostanze di riferimento
e potendo applicare condizioni sperimentali standard, il metodo offre una tecnica rapida ed efficiente per sti-
mare il coefficiente di adsorbimento Koc.

1.5. APPLICABILITÀ DEL TEST

Il metodo per HPLC è applicabile a sostanze chimiche (marcate o non marcate) per cui è disponibile un
sistema di rilevazione adeguato (ad esempio spettrofotometro o rilevatore di radioattività) e che siano sufficien-
temente stabili per tutta la durata dell'esperimento. Può rivelarsi particolarmente utile per sostanze chimiche
difficili da studiare con altri sistemi sperimentali (ad esempio sostanze volatili, sostanze non solubili in acqua
ad una concentrazione analiticamente misurabile, sostanze con elevata affinità verso la superficie dei sistemi di
incubazione). Il metodo è applicabile a miscele che danno bande di eluizione non risolte. In tal caso è oppor-
tuno determinare il limite superiore e inferiore del valore log Koc dei composti della miscela di prova.

Le impurezze possono talvolta interferire con l'interpretazione dei risultati HPLC, ma ciò non ha rilievo parti-
colare purché la sostanza in esame possa essere chiaramente identificata e separata dalle impurezze.

Il metodo è convalidato per le sostanze elencate nella tabella 1 dell'appendice ed è stato anche applicato ad
una serie di sostanze delle seguenti classi chimiche:

� ammine aromatiche (ad esempio trifluralin, 4-cloroanilina, 3,5-dinitroanilina, 4-metilanilina, N-metilani-
lina, 1-naftilammina),

� esteri degli acidi carbossilici aromatici (ad esempio estere metilico dell'acido benzoico, estere etilico del-
l'acido 3,5-dinitrobenzoico),

� idrocarburi aromatici (ad esempio toluene, xilene, etilbenzene, nitrobenzene),

� esteri dell'acido arilossifenossipropionico (ad esempio diclofop-metile, fenoxaprop-etile, fenoxaprop-
P-etile),

� fungicidi a base di benzimidazolo e imidazolo (ad esempio carbendazim, fuberidazole, triazoxide),

� ammidi degli acidi carbossilici (ad esempio 2-clorobenzammide, N,N-dimetilbenzammide, 3,5-dinitroben-
zammide, N-metilbenzammide, 2-nitrobenzammide, 3-nitrobenzammide),

� idrocarburi clorurati (ad esempio endosulfan, DDT, esaclorobenzene, quintozene, 1,2,3-triclorobenzene),

� insetticidi organofosforati (ad esempio azinfos-metile, disulfoton, fenamifos, isofenfos, pirazofos, sulprofos,
triazofos),

� fenoli (ad esempio fenolo, 2-nitrofenolo, 4-nitrofenolo, pentaclorofenolo, 2,4,6-triclorofenolo, 1-naftolo),

� derivati della fenilurea (ad esempio isoproturon, monolinuron, pencicuron),

� coloranti di pigmentazione (ad esempio Giallo Acido 219, Blu Basico 41, Rosso Diretto 81),
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� idrocarburi poliaromatici (ad esempio acenaftene, naftalene),

� erbicidi a base di 1,3,5-triazina (ad esempio prometryn, propazina, simazina, terbutrin),

� derivati del triazolo (ad esempio tebuconazolo, triadimefon, tradimenol, triapenthenol).

Il metodo non è applicabile a sostanze che reagiscono con l'eluente o con la fase stazionaria, né a sostanze
che interagiscono in maniera specifica con i componenti inorganici (ad esempio formazione di cluster com-
plessi con i minerali delle argille). Il metodo potrebbe non funzionare per le sostanze tensioattive, i composti
inorganici e le basi e gli acidi organici moderati e forti. Sono determinabili i valori di log Koc compresi tra 1,5
e 5,0. Le sostanze ionizzabili devono essere testate usando una fase mobile tamponata, ma occorre procedere
con la massima cura per evitare la precipitazione di componenti del tampone o della sostanza in esame.

1.6. CRITERI QUALITATIVI

1.6.1. Accuratezza

Normalmente la stima del coefficiente di adsorbimento può raggiungere una precisione di ± 0,5 unità logarit-
miche del valore determinato con il metodo di equilibrio in batch (cfr. la tabella 1 nell'appendice). Si può otte-
nere una maggior accuratezza utilizzando come riferimento sostanze strutturalmente analoghe alla sostanza in
esame.

1.6.2. Ripetibilità

Le determinazioni devono essere eseguite almeno due volte. I valori di log Koc ricavati dalle singole misura-
zioni dovrebbero essere compresi entro un range di 0,25 unità logaritmiche.

1.6.3. Riproducibilità

L'esperienza finora acquisita nell'applicazione del metodo ne conferma la validità. Da uno studio di validazione
del metodo per HPLC usando 48 sostanze (in prevalenza pesticidi), per le quali erano disponibili dati affidabili
relativi al Koc sul terreno, è risultato un coefficiente di correlazione di R = 0,95 (10) (11).

Per migliorare e validare il metodo è stato effettuato un test a cui hanno partecipato 11 laboratori (12). I risul-
tati sono riportati nella tabella 2 dell'appendice.

1.7. DESCRIZIONE DEL METODO UTILIZZATO

1.7.1. Stima preliminare del coefficiente di adsorbimento

Il coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua Pow (= Kow) e, entro certi limiti, la solubilità in acqua, possono ser-
vire da indicatori dell'entità dell'adsorbimento, soprattutto per le sostanze non ionizzate, e quindi essere utiliz-
zati per l'identificazione preliminare del range. Sono state pubblicate una serie di utili correlazioni per diversi
gruppi di sostanze chimiche (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7).

1.7.2. Apparecchiatura

È richiesto un apparecchio per cromatografia liquida dotato di pompa pulse-free e di un sistema di rilevazione
adeguato. Si raccomanda l'utilizzo di una valvola di iniezione con loop. Occorre utilizzare resine legate a cia-
nopropile, comunemente disponibili in commercio, su una base di silice (ad esempio Hypersil e Zorbax CN).
Tra il sistema di iniezione e la colonna analitica è possibile inserire una precolonna dello stesso materiale. L'ef-
ficienza di separazione della colonna può variare in modo significativo a seconda della casa produttrice. Si
tenga presente che, indicativamente, la colonna deve raggiungere i seguenti fattori di capacità k¡: log k¡ > 0,0
per log Koc = 3,0 e log k¡ > 0,4 per log Koc = 2,0 con una fase mobile metanolo/acqua 55/45 %.

1.7.3. Fasi mobili

A seguito di test effettuati su diverse fasi mobili, si raccomandano le due seguenti:

� metanolo/acqua (55/45 % v/v),

� metanolo/soluzione tampone citrato 0,01M a pH 6,0 (55/45 % v/v).
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Il solvente di eluizione viene preparato con metanolo per HPLC e acqua distillata o tampone citrato. Prima del-
l'uso la miscela viene sottoposta a degasaggio. Si consiglia di optare per l'eluizione isocratica. Nel caso le
miscele metanolo/acqua non siano adeguate, è possibile provare altre miscele di solvente organico/acqua, come
miscele di etanolo/acqua o acetonitrile/acqua. Per i composti ionizzabili si raccomanda l'uso di soluzioni tam-
pone allo scopo di stabilizzare il pH. È importante osservare tutte le precauzioni necessarie per evitare la pre-
cipitazione di sali e il deterioramento della colonna, che si possono verificare con alcune miscele di fase orga-
nica/soluzione tampone.

Non è consentito l'uso di additivi quali ad esempio i reagenti ione pair che possono modificare le proprietà di
adsorbimento della fase stazionaria. Tali modifiche possono essere irreversibili. Per questo motivo è necessario
che gli esperimenti che prevedono l'uso di additivi vengano condotti su colonne separate.

1.7.4. Soluti

Le sostanze in esame e di riferimento devono essere sciolte nella fase mobile.

1.8. ESECUZIONE DEL TEST

1.8.1. Condizioni

È bene registrare la temperatura durante le misurazioni. Si raccomanda in modo particolare l'uso di un com-
parto colonne a temperatura controllata per garantire condizioni costanti durante i cicli di esecuzione della
taratura, delle corse e delle misurazioni sulla sostanza in esame.

1.8.2. Determinazione del tempo morto to

Il tempo morto to può essere determinato con due metodi diversi (cfr. anche il punto 1.2).

1.8.2.1. Determinazione del tempo morto to mediante serie omologa

È comprovato che con questa procedura i valori di to sono affidabili e standardizzati. Per maggiori dettagli,
consultare il metodo di prova A.8: coefficiente di ripartizione (n-ottanolo/acqua), metodo per HPLC.

1.8.2.2. Determinazione del tempo morto to mediante sostanze inerti non trattenute dalla colonna

Questa tecnica si basa sull'iniezione di formammide, urea o nitrato di sodio. Le misurazioni devono essere ese-
guite almeno due volte.

1.8.3. Determinazione dei tempi di ritenzione tR

Selezionare le sostanze di riferimento secondo le modalità descritte nel punto 1.3. Queste sostanze sono iniet-
tabili sotto forma di miscela standard, purché esista una conferma che il tempo di ritenzione di ciascuno stan-
dard di riferimento non sia influenzato dalla presenza degli altri. Effettuare la taratura a intervalli regolari
almeno due volte al giorno, in modo da considerare eventuali variazioni impreviste nelle prestazioni della
colonna. È buona prassi eseguire le iniezioni di taratura prima e dopo le iniezioni della sostanza in esame per
escludere eventuali derive dei tempi di ritenzione. Iniettare le singole sostanze in esame nella minor quantità
possibile (per evitare un sovraccarico della colonna) e determinare i relativi tempi di ritenzione.

Per aumentare l'affidabilità delle misurazioni, ripetere le determinazioni almeno due volte. I valori di log Koc
ricavati dalle singole misurazioni dovrebbero essere compresi entro un range di 0,25 unità logaritmiche.

1.8.4. Valutazione

I fattori di capacità k¡ vengono ricavati dal tempo morto to e dai tempi di ritenzione tR delle sostanze di riferi-
mento selezionate secondo l'equazione 4 (cfr. il punto 1.2).

Successivamente si costruisce un grafico log k¡ / log Koc ottenuti dagli esperimenti di equilibrio in batch ripor-
tati nelle tabelle 1 e 3 dell'appendice. Servendosi di questo grafico, si utilizza il valore di log k¡ della sostanza
in esame per determinare il rispettivo valore di log Koc (interpolazione). Se i risultati mostrano che log Koc
della sostanza in esame esce dal range di taratura, occorre ripetere il test usando altre sostanze di riferimento
più appropriate.

2. DATI E RELAZIONE

La relazione deve contenere le seguenti informazioni:

� identità della sostanza in esame e delle sostanze di riferimento, relativa purezza e valori pKa, per composti
ionizzabili,
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� descrizione della strumentazione e delle condizioni operative, ad esempio tipo e dimensioni della colonna
(e precolonna) analitica, mezzi di rivelazione, fase mobile (rapporto dei componenti e pH), intervallo di
temperatura durante le misurazioni,

� tempo morto e relativo metodo di determinazione,

� quantità delle sostanze in esame e di riferimento introdotte nella colonna,

� tempi di ritenzione dei composti di riferimento usati per la taratura,

� dettagli sulla retta di regressione approssimata (log k¡ in rapporto a log Koc) e rappresentazione grafica
della retta di regressione,

� dati sui tempi medi di ritenzione e valore stimato di d log Koc riferito al composto in esame,

� cromatogrammi.
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APPENDICE

TABELLA 1

Confronto tra i valori di Koc per i terreni e i fanghi di acque da scarico e i valori calcolati con il metodo di
screening per HPLC (1) (2)

Sostanza N. CAS

Log Koc
fanghi di
acque da
scarico

Log Koc
HPLC D

Log Koc
terreni

Log Koc
HPLC D

Atrazina 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39

Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30

Fention 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09

Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27

Fenantrene 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57

Acido benzoico fenilestere 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07

Benzammide 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01

4-nitrobenzammide 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27

Acetanilide 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-dicloroanilina 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

(1) W. Kördel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of the adsorption
coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2), pp. 121-128.

(2) W. Kördel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances on sewage sludges.
Chemosphere, 35 (1/2), pp. 107�119.

TABELLA 2

Risultati di un test comparativo fra laboratori (11 laboratori partecipanti) eseguito per migliorare e validare il
metodo per HPLC (1)

Sostanza N. CAS Log Koc
[OCSE 106]

Koc Log Koc

[Metodo HPLC]

Atrazina 1912-24-9 1,81 78 ± 16 1,89

Monuron 150-68-5 1,99 100 ± 8 2,00

Triapenthenol 77608-88-3 2,37 292 ± 58 2,47

Linuron 330-55-2 2,59 465 ± 62 2,67

Fention 55-38-9 3,31 2062 ± 648 3,31

(1) W. Kördel, G. Kotthoff, J. Müller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on soil-results
of a ring test. Chemosphere, 30(7), pp. 1373-1384.

L 225/244 21.8.2001Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



TABELLA 3

Sostanze di riferimento raccomandate per il metodo di screening per HPLC in base ai dati sull'adsorbimento
del suolo

Sostanza di riferimento N. CAS
Valori medi di log

Koc ottenuti dal-
l'equilibrio in batch

Numero di dati
relativi a Koc

Log S.D. Fonte

Acetanilide 103-84-4 1,25 4 0,48 (a)

Fenolo 108-95-2 1,32 4 0,70 (a)

2-nitrobenzammide 610-15-1 1,45 3 0,90 (b)

N,N-dimetilbenzammide 611-74-5 1,52 2 0,45 (a)

4-metilbenzammide 619-55-6 1,78 3 1,76 (a)

Benzoato di metile 93-58-3 1,80 4 1,08 (a)

Atrazina 1912-24-9 1,81 3 1,08 (c)

Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 (c)

3-nitrobenzammide 645-09-0 1,95 3 1,31 (b)

Anilina 62-53-3 2,07 4 1,73 (a)

3,5-dinitrobenzammide 121-81-3 2,31 3 1,27 (b)

Carbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 (c)

Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 (c)

Triazoxide 72459-58-6 2,44 3 1,66 (c)

Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 (c)

Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 (c)

Naftalene 91-20-3 2,75 4 2,20 (a)

Endosulfan-diolo 2157-19-9 3,02 5 2,29 (c)

Metiocarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 (c)

Giallo Acido 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 (a)

1,2,3-triclorobenzene 87-61-6 3,16 4 1,40 (a)

c-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 (a)

Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 (c)

Rosso Diretto 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 (a)

Pirazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 (c)

a-Endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 (c)

Diclofop-metile 51338-27-3 4,20 3 3,77 (c)

Fenantrene 85-01-8 4,09 4 3,83 (a)

Blu Basico 41 (miscela) 26850-47-5

12270-13-2

4,89 4 4,46 (a)

DDT 50-29-3 5,63 1 � (b)

(a) W. Kördel, J. Müller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC. UBA R & D Report
No. 106 01 044 (1994).

(b) B.V. Oepen, W. Kördel, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, pp. 285-304.
(c) Dati forniti dalle industrie.
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C.20. PROVA DI RIPRODUZIONE CON DAPHNIA MAGNA

1. METODO

Questo metodo di test della tossicità per la riproduzione corrisponde al TG 211 (1998) dell'OCSE.

1.1. INTRODUZIONE

Il principale obiettivo del test è valutare l'effetto delle sostanze chimiche sulla capacità riproduttiva di Daphnia
magna.

1.2. DEFINIZIONI E UNITÀ

Animali riproduttori: femmine di Daphnia presenti all'inizio del test la cui capacità riproduttiva è oggetto
dello studio.

Prole: piccoli di Daphnia prodotti dagli animali riproduttori nel corso del test.

Minima concentrazione con effetti significativi (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC): con-
centrazione più bassa testata della sostanza alla quale si osserva un effetto statisticamente significativo (p <
0,05) sulla riproduzione e sulla mortalità parentale rispetto ai controlli, entro un periodo di esposizione defi-
nito. Tuttavia, tutte le concentrazioni al di sopra della LOEC devono avere un effetto dannoso uguale o supe-
riore a quelli osservati alla LOEC. Se non è possibile soddisfare queste due condizioni, è necessario fornire
una spiegazione esauriente sulle modalità di scelta della LOEC (e di conseguenza della NOEC).

Massima concentrazione senza effetti significativi (No Observed Effect Concentration, NOEC): concen-
trazione di prova immediatamente inferiore alla LOEC che, se confrontata con i controlli, non ha un effetto
statisticamente significativo (p < 0,05), entro un periodo di esposizione definito.

ECx: concentrazione della sostanza di prova disciolta in acqua che provoca una percentuale x di riduzione
della capacità riproduttiva di Daphnia magna entro un determinato periodo di esposizione.

Tasso intrinseco di accrescimento: misura della crescita della popolazione che integra la capacità riprodut-
tiva e la mortalità specifica in base all'età (20) (21) (22). Nelle popolazioni in equilibrio dinamico è uguale a
zero. Per le popolazioni in crescita è positivo, mentre per quelle in diminuzione è negativo. Ovviamente, que-
st'ultimo tasso non è sostenibile e, alla fine, porta all'estinzione.

Limite di rivelabilità: concentrazione minima che può essere individuata ma non quantificata.

Limite di determinazione: concentrazione minima misurabile quantitativamente.

Mortalità: si considerano morti gli animali che, entro 15 secondi dopo lieve agitazione del contenitore usato
per il test, restano immobili, cioè non sono in grado di nuotare, o nei quali non si osserva alcun movimento
delle appendici o della parte posteriore dell'addome. (Nel caso si usi un'altra definizione, essa deve essere indi-
cata insieme al relativo riferimento bibliografico).

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA

Giovani femmine di Daphnia (animali riproduttori), di età inferiore alle 24 ore al momento dell'inizio del test,
vengono esposte alla sostanza di prova aggiunta ad acqua a un intervallo di concentrazioni diverse. La durata
del test è di 21 giorni. Alla fine del test si valuta il numero totale di piccoli vivi prodotti da ciascun animale
riproduttore vivo alla fine del test. Ciò significa che la prole nata da adulti che muoiono durante il test viene
esclusa dai calcoli. La capacità riproduttiva degli animali parentali può essere espressa in altri modi (ad esem-
pio, con il numero dei piccoli vivi prodotti giornalmente da ciascun animale a partire dal primo giorno di
comparsa della prole) ma questi dati dovrebbero essere riportati solo ad integrazione del numero totale di pic-
coli prodotti da ciascun genitore vivo alla fine del test. La capacità riproduttiva degli animali esposti alla
sostanza di prova viene confrontata con quella del/i controllo/i allo scopo di determinare la concentrazione
più bassa alla quale si osservano effetti (LOEC) e quindi la concentrazione a cui non si osservano effetti
(NOEC). Inoltre, e per quanto possibile, si analizzano i dati mediante un modello di regressione allo scopo di
calcolare la concentrazione che causerebbe una riduzione percentuale x della capacità riproduttiva (cioè CE50,
CE20 o CE10).

Deve essere inoltre riportata la sopravvivenza degli animali riproduttori e il tempo intercorso fino alla produ-
zione della prima schiusa. è possibile esaminare anche altri effetti correlati alla sostanza su parametri quali la
crescita (ad esempio la lunghezza) e il tasso intrinseco di accrescimento.
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1.4. INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA DI PROVA

Dovrebbero essere disponibili i risultati di un test di tossicità acuta (cfr. metodo C.2, parte I) effettuato sulla
Daphnia magna. Tali risultati possono essere utili per selezionare un intervallo di concentrazione adeguato da
utilizzare nei test sulla riproduzione. Dovrebbero essere noti la solubilità in acqua e la tensione di vapore della
sostanza di prova e dovrebbe essere disponibile un metodo analitico affidabile per quantificare la sostanza
nelle soluzioni di prova con la relativa efficienza di recupero e limite di determinazione.

Le informazioni sulla sostanza in esame utili per definire le condizioni di esecuzione del test sono: formula di
struttura, purezza della sostanza, fotostabilità, stabilità nelle condizioni di esecuzione del test, pKa, Pow e risul-
tati del test di biodegradabilità immediata (cfr. metodo C.4).

1.5. VALIDITÀ DEL TEST

Perché il test sia valido, il/i controllo/i dovrebbe/ro soddisfare i seguenti criteri di prestazione:

� la mortalità degli animali riproduttori (femmine di Daphnia) non deve superare il 20 % alla fine del test,

� il numero medio dei piccoli vivi prodotti da ciascun animale riproduttore sopravvissuto alla fine del test
deve essere Å 60.

1.6. DESCRIZIONE DEL METODO DI PROVA

1.6.1. Apparecchiatura

I recipienti di prova e le altre apparecchiature destinate a entrare in contatto con le soluzioni della prova
devono essere interamente di vetro o di altro materiale chimicamente inerte. Di norma si utilizzano beaker di
vetro come recipienti di prova.

Occorrono inoltre alcuni (o tutti) dei seguenti strumenti:

� misuratore di ossigeno (con microelettrodo o altro apparecchio adatto per la misurazione dell'ossigeno
disciolto in campioni di volume ridotto),

� adeguata apparecchiatura per il controllo della temperatura,

� pH-metro,

� apparecchiatura per la determinazione della durezza dell'acqua,

� apparecchiatura per la determinazione della concentrazione del carbonio organico totale (TOC) nell'acqua
o per la determinazione della domanda chimica di ossigeno (COD),

� adeguata apparecchiatura per il controllo del regime di illuminazione e la misurazione dell'intensità della
luce.

1.6.2. Organismi da utilizzare nella prova

La specie da utilizzare nel test è la Daphnia magna Straus. è possibile usare altre specie di dafnie, purché sod-
disfino adeguatamente i criteri di validità (il criterio di validità relativo alla capacità riproduttiva nei controlli
deve essere calibrato sulla specie di dafnia). Nel caso si utilizzino altre specie di dafnie, occorre identificarle
con precisione e motivare la scelta.

Di preferenza il clone dovrebbe essere stato identificato tramite determinazione del genotipo. La ricerca (1) ha
dimostrato che le prestazioni riproduttive del Clone A (proveniente dall'IRCHA, in Francia) (3), allevato nelle
condizioni descritte nel presente metodo, soddisfa costantemente il criterio di validità di una media di Å 60 di
piccoli per animale riproduttore sopravvissuto. Sono comunque accettabili altri cloni, purché si dimostri che
la coltura di Daphnia soddisfa i criteri di validità del test.

All'inizio del test gli animali devono avere meno di 24 ore di vita e non devono provenire dalla prima nidiata.
Devono provenire da un allevamento sano (senza segni di stress quali un alto tasso di mortalità, presenza di
maschi e formazione di efippi, ritardo nella produzione della prima nidiata, scolorazione ecc.). Gli animali
riproduttori vanno mantenuti in condizioni di allevamento (luce, temperatura, mezzo, alimentazione e
numero di animali per unità di volume) simili a quelle che verranno utilizzate nella prova. Se il mezzo di col-
tura delle dafnie da usare nel test è diverso da quello utilizzato di routine per la coltura delle dafnie, è buona
prassi prevedere un periodo di acclimatazione prima del test, normalmente di tre settimane (cioè una genera-
zione) per evitare di sottoporre a stress gli animali destinati alla riproduzione.
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1.6.3. Mezzo di prova

Si raccomanda di usare per questa prova un mezzo completamente definito per evitare l'uso di additivi (ad
esempio alghe, estratto di terra, e così via), che sono difficili da caratterizzare, e dunque aumentare la possibi-
lità di standardizzazione fra vari laboratori. I mezzi M4 (4) e M7 di Elendt (cfr. appendice 1) si sono rivelati
adatti a questo scopo. Sono comunque accettabili altri mezzi [ad esempio (5) (6)], purché si dimostri che le
prestazioni della coltura di Daphnia soddisfano i criteri di validità del test.

Se si impiegano mezzi contenenti additivi non ben definiti, occorre descriverli in dettaglio aggiungendo nella
relazione informazioni sulla loro composizione, con particolare riferimento al contenuto di carbonio, che
potrebbe influire sulla dieta. Si raccomanda di determinare il carbonio organico totale (TOC) e/o la domanda
chimica di ossigeno (COD) della preparazione madre dell'additivo organico e di effettuare una stima del con-
tributo dato al TOC/COD del mezzo di prova. Si raccomanda che i livelli di TOC nel mezzo (cioè prima del-
l'aggiunta delle alghe) siano inferiori a 2 mg/l (7).

Quando si provano sostanze contenenti metalli è importante tener conto del fatto che le proprietà del mezzo
di prova (ad esempio la durezza e la capacità di chelazione) possono influire sulla tossicità della sostanza in
esame. Per questo motivo è consigliabile avere un mezzo completamente definito. Attualmente però gli unici
mezzi di questo tipo noti per essere adatti all' allevamento a lungo termine di Daphnia magna sono l'M4 e
l'M7 di Elendt. Entrambi i mezzi contengono l'agente chelante EDTA. La ricerca ha dimostrato (2) che la �tos-
sicità apparente' del cadmio è generalmente inferiore quando il test sulla riproduzione viene eseguito nei
mezzi M4 e M7 invece che in mezzi non contenenti EDTA. I mezzi M4 e M7 non sono pertanto raccoman-
dati per il test di sostanze contenenti metalli; occorre inoltre evitare anche altri mezzi che contengono agenti
chelanti. Per le sostanze contenenti metalli può essere consigliabile utilizzare un mezzo alternativo come, ad
esempio, l'acqua dolce dura ricostituita secondo le indicazioni dell'ASTM (7), che non contiene EDTA, con
l'aggiunta di estratto di alghe marine (8). Questa combinazione di acqua dolce dura ricostituita ed estratto di
alghe marine è adatta anche per l'allevamento a lungo termine e la sperimentazione con Daphnia magna (2),
sebbene anch'essa eserciti un'azione lievemente chelante a causa del componente organico presente nel-
l'estratto di alghe marine aggiunto.

All'inizio e nel corso del test la concentrazione dell'ossigeno disciolto deve essere superiore a 3 mg/l. Il pH
dovrebbe restare nel range 6-9 senza di norma variare di oltre 1,5 unità nell'ambito di un test. Si raccomanda
una durezza superiore a 140 mg/l (come CaCO3). I test eseguiti con un valore pari o superiore a questo livello
hanno dimostrato che le prestazioni riproduttive sono conformi ai criteri di validità (9) (10).

1.6.4. Soluzioni di prova

Le soluzioni di prova alle concentrazioni scelte vanno in genere preparate per diluizione di una soluzione
madre. Le soluzioni madre dovrebbero preferibilmente essere preparate solubilizzando la sostanza nel mezzo
di prova.

Per produrre una soluzione madre alla concentrazione adeguata, talvolta è necessario aggiungere solventi
organici o disperdenti, ma l'uso di queste sostanze dovrebbe essere evitato per quanto possibile. Alcuni sol-
venti adatti sono ad esempio l'acetone, l'etanolo, il metanolo, la dimetilformammide e il glicole trietilenico.
Alcuni disperdenti adatti sono ad esempio il Cremophor RH40, la metilcellulosa 0,01 % e l'HCO-40. In ogni
caso nelle soluzioni di prova la sostanza da saggiare non deve eccedere il limite di solubilità nel mezzo di
prova.

Solventi: servono per produrre una soluzione madre che possa essere dosata con precisione nell'acqua. Alla
concentrazione di solvente raccomandata nel mezzo di prova finale (Ä 0,1 ml/l) i solventi sopra elencati non
sono tossici e non aumentano la solubilità in acqua delle sostanze.

Disperdenti: possono facilitare il dosaggio preciso e la dispersione. Alla concentrazione raccomandata nel
mezzo di prova finale (Ä 0,1 ml/l) i disperdenti sopra elencati non sono tossici e non aumentano la solubilità
in acqua delle sostanze.

1.7. DISEGNO SPERIMENTALE

Occorre randomizzare l'assegnazione dei trattamenti ai recipienti di prova e tutte le successive manipolazioni.
In caso contrario si potrebbero verificare «bias» che potrebbero essere interpretate come un effetto della con-
centrazione. In particolare, se le unità sperimentali vengono manipolate in ordine di trattamento o di concen-
trazione, non si può escludere che alcuni effetti collegati al tempo (ad esempio la stanchezza dell'operatore o
un altro errore) possono produrre effetti maggiori alle concentrazioni più alte. Inoltre, se si ritiene possibile
una alterazione dei risultati del test a causa delle condizioni sperimentali iniziali o ambientali (ad esempio la
posizione delle vasche nel laboratorio), si può ricorrere al frazionamento del test in blocchi.
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1.8. PROCEDURA

1.8.1. Condizioni di esposizione

1.8.1.1. Durata

La durata del test è di 21 giorni.

1.8.1.2. Carico

Gli esemplari riproduttori vengono mantenuti individualmente, uno per ciascun recipiente di prova, con
50-100 ml di mezzo in ogni recipiente.

Talvolta, per soddisfare i requisiti della procedura analitica usata per determinare la concentrazione della
sostanza in esame, occorre utilizzare un volume maggiore, sebbene sia consentito il raggruppamento delle
repliche per l'analisi chimica. Nel caso si utilizzino volumi superiori a 100 ml, potrebbe essere necessario
aumentare la razione fornita alle dafnie per assicurare un'adeguata disponibilità del cibo e il rispetto dei criteri
di validità. Per i test a flusso continuo è possibile prendere in considerazione, per motivi tecnici, disegni speri-
mentali alternativi (ad esempio quattro gruppi di 10 animali in una soluzione di prova più abbondante); qua-
lunque modifica del disegno sperimentale deve essere descritta nella relazione.

1.8.1.3. Numero di animali

Per i test semistatici occorrono almeno 10 animali, mantenuti singolarmente, per ogni concentrazione di
prova e almeno 10 animali , mantenuti singolarmente nella serie di controllo.

È stato dimostrato che per i test a flusso continuo è adeguato utilizzare 40 animali suddivisi in quattro gruppi
di 10 per ciascuna concentrazione di prova (1). è possibile utilizzare un numero inferiore di organismi speri-
mentali, ma si raccomanda comunque di utilizzare un minimo di 20 animali per concentrazione, divisi in due
o più repliche con un numero uguale di animali (ad esempio quattro repliche con cinque dafnidi ciascuna). Si
noti che per i test nei quali gli animali sono tenuti in gruppi, se gli animali riproduttori muoiono, non è pos-
sibile esprimere la capacità riproduttiva in termini di numero totale di piccoli vivi prodotti da ciascun animale
riproduttore vivo alla fine del test. In questi casi la capacità riproduttiva dovrebbe essere espressa come «nu-
mero totale di piccoli vivi prodotti per (pro)genitore presente all'inizio del test».

1.8.1.4. Alimentazione

Nei test semistatici è preferibile nutrire gli animali ogni giorno, e comunque almeno tre volte alla settimana
(in concomitanza con la sostituzione del mezzo). Se non si osserva questo modello di alimentazione, (per
esempio nei saggi a flusso continuo) occorre segnalarlo nella relazione.

Durante la prova la dieta degli animali riproduttori dovrebbe consistere preferibilmente in alghe unicellulari
vive di una o più delle seguenti specie: Chlorella sp., Selenastrum capricornutum [ora Pseudokirchneriella sub-
capitata (11)] e Scenedesmus subspicatus. La dieta deve essere basata sulla quantità di carbonio organico (C)
fornita a ciascun animale riproduttore. Ricerche (12) hanno dimostrato che per ottenere il numero di piccoli
di Daphnia magna necessari per soddisfare i criteri di validità sono sufficienti razioni comprese fra 0,1 e 0,2
mg C/Daphnia/die. È possibile somministrare la razione in maniera costante per tutto il periodo del test
oppure una razione inferiore all'inizio della prova del test ed una razione più alta durante la prova, tenendo
conto della crescita degli animali riproduttori. In questo caso la razione deve comunque restare sempre nel
range raccomandato di 0,1 - 0,2 mg C/Daphnia/die.

Se per comodità (visto che la misurazione del tenore di carbonio richiede molto tempo) si utilizzano altri
parametri di misurazione, quali la conta delle cellule algali o l'assorbanza della luce, per somministrare la
razione necessaria, ogni laboratorio deve elaborare un proprio nomogramma che correli il parametro di misu-
razione scelto al contenuto di carbonio della coltura di alghe (cfr. appendice 2 per l'elaborazione del nomo-
gramma). I nomogrammi vanno controllati almeno una volta all'anno e con maggiore frequenza in caso di
modifica delle condizioni di coltura delle alghe. è stato dimostrato che l'assorbanza della luce è un parametro
alternativo al contenuto di carbonio migliore rispetto al numero di cellule (13).

Occorre alimentare le dafnie con una sospensione concentrata di alghe per ridurre al minimo il volume del
mezzo di coltura algale trasferito nei recipienti di prova. La concentrazione delle alghe avviene per centrifuga-
zione con successiva risospensione in acqua distillata, acqua deionizzata o mezzo di allevamento delle dafnie.

1.8.1.5. Luce

16 ore di luce a un'intensità non superiore a 15-20 lE · m¯2 · s¯1.

21.8.2001 L 225/249Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



1.8.1.6. Temperatura

La temperatura dei mezzi di prova dovrebbe rimanere tra i 18 e i 22 °C e possibilmente non variare di oltre
2 °C in ogni test, restando comunque entro i suddetti limiti (ad esempio 18-20, 19-21 o 20-22 °C). Per con-
trollare la temperatura si può utilizzare un recipiente di prova aggiuntivo.

1.8.1.7. Aerazione

I recipienti di prova non devono essere aerati durante il test.

1.8.2. Concentrazioni di prova

In genere si dovrebbero provare almeno cinque concentrazioni di prova, disposte in serie geometriche e sepa-
rate da un fattore preferibilmente non superiore a 3,2; per ogni concentrazione si dovrebbe allestire un
numero adeguato di repliche (cfr. punto 1.8.1.3). Se si utilizzano meno di cinque concentrazioni occorre indi-
care il motivo. Le sostanze non vanno provate al di sopra del loro limite di solubilità nel mezzo di prova.

Nel definire l'intervallo delle concentrazioni è necessario tenere conto dei seguenti elementi:

i) se l'obiettivo è ottenere la LOEC/NOEC, la concentrazione minima deve essere sufficientemente bassa
affinché la fecondità, a tale concentrazione, non sia significativamente inferiore rispetto a quella del con-
trollo. In caso contrario il test andrà ripetuto con una concentrazione minima più bassa;

ii) se l'obiettivo è ottenere la LOEC/NOEC, la concentrazione massima deve essere sufficientemente alta
affinché la fecondità, a tale concentrazione, sia significativamente inferiore rispetto a quella del controllo.
In caso contrario il test andrà ripetuto con una concentrazione massima più elevata;

iii) se si stima la CEX per gli effetti sulla riproduzione, è consigliabile usare un numero sufficiente di concen-
trazioni tale da consentire di definire la CEX con un livello di confidenza adeguato. Se si stima la CE50
per gli effetti sulla riproduzione, è consigliabile che la massima concentrazione di prova sia maggiore
della CE50 calcolata. Diversamente, sebbene sia comunque possibile calcolare la CE50, l'intervallo fiduciale
per la CE50 sarà molto ampio e potrebbe non essere possibile valutare in modo soddisfacente l'adegua-
tezza del modello adattato;

iv) è preferibile che l'intervallo delle concentrazioni di prova non comprenda concentrazioni con un effetto
statisticamente significativo sulla sopravvivenza degli adulti, in quanto ciò trasformerebbe la natura della
prova da una semplice prova sulla riproduzione a una prova combinata su riproduzione e mortalità, che
richiederebbe un'analisi statistica molto più complessa.

Le informazioni disponibili sulla tossicità della sostanza di prova (ad esempio risultati di prove di tossicità
acuta e/o di studi di definizione dell'intervallo di concentrazione) dovrebbero essere di aiuto nella scelta delle
concentrazioni di prova appropriate.

Se per facilitare la preparazione delle soluzioni di prova si utilizza un solvente o un disperdente (cfr. punto
1.6.4), la sua concentrazione finale nei recipienti di prova non dovrebbesuperare 0,1 ml/l e dovrebbe essere
uguale in tutti i recipienti.

1.8.3. Controlli

In aggiunta alle concentrazioni con la sostanza di prova, dovrebbe essere allestita una serie di controllo con il
mezzo di prova ed eventualmente una serie di controllo contenente il solvente o il disperdente. La concentra-
zione dell'eventuale solvente o disperdente deve essere identica a quella usata nei recipienti contenenti la
sostanza di prova. Anche per i controlli dovrebbe essere usato un numero adeguato di repliche (cfr. punto
1.8.1.3).

Generalmente, in un test ben condotto, il coefficiente di variazione del numero medio di piccoli vivi prodotti
da ciascun animale riproduttore nel/i controllo/i dovrebbe essere Ä 25 %; il coefficiente di variazione dovrebbe
essere riportato per le prove dove gli animali riproduttori sono mantenuti individualmente.

1.8.4. Rinnovo del mezzo di prova

La frequenza con cui il mezzo viene rinnovato dipende dalla stabilità della sostanza di prova, ma dovrebbe
essere almeno tre volte alla settimana. Se da prove preliminari sulla stabilità (cfr. punto 1.4) la concentrazione
della sostanza di prova non risulta stabile (cioè è al di fuori del range dell'80-120 % della concentrazione
nominale o al di sotto dell'80 % della concentrazione iniziale misurata) durante il periodo massimo di rinnovo
(tre giorni), si consiglia di rinnovare il mezzo con maggiore frequenza oppure di eseguire una prova a flusso
continuo.
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Quando si rinnova il mezzo nelle prove semistatiche si prepara una seconda serie di recipienti dove vengono
trasferiti gli animali riproduttori mediante, ad esempio, una pipetta di vetro di diametro adeguato. Il volume
del mezzo trasferito con le dafnie dovrebbe essere il più piccolo possibile.

1.8.5. Osservazioni

I risultati delle osservazioni fatte durante il test vanno registrati su apposite schede di raccolta dei dati (cfr.
appendici 3 e 4). Dovendo fornire i dati di altre misurazioni (cfr. punti 1.3 e 1.8.8) possono essere richieste
ulteriori osservazioni.

1.8.6. Prole

La prole prodotta da ciascun animale riproduttore dovrebbeessere di preferenza tolta dal recipiente e contata
ogni giorno a partire dalla comparsa della prima schiusa, per impedire che consumi cibo destinato all'adulto.
Ai fini del metodo qui descritto è necessario contare solo il numero di piccoli vivi, ma è consigliabile regi-
strare anche la presenza di uova abortite o piccoli morti.

1.8.7. Mortalità

La mortalità fra gli animali riproduttori va rilevata di preferenza quotidianamente, almeno ad ogni conta dei
piccoli.

1.8.8. Altri parametri

Sebbene questo metodo sia fondamentalmente inteso a valutare gli effetti sulla riproduzione, è possibile che
altri effetti siano sufficientemente quantificati da permettere un'analisi statistica. La misura della crescita è
molto auspicabile in quanto fornisce informazioni su possibili effetti subletali, che potrebbero essere più utili
della sola misura della riproduzione; si raccomanda di misurare la lunghezza degli animali riproduttori (lun-
ghezza del corpo esclusa la spina posteriore del carapace) alla fine del test. Altri parametri che possono essere
misurati o calcolati sono: il periodo intercorso fino alla produzione della prima schiusa (e delle schiuse succes-
sive), il numero e le dimensioni delle schiuse per animale, il numero delle schiuse abortite, la presenza di
maschi o efippi e il tasso intrinseco di aumento della popolazione.

1.8.9. Frequenza delle determinazioni e delle misurazioni analitiche

Concentrazione dell'ossigeno, temperatura, durezza e pH dovrebbero essere misurati almeno una volta alla
settimana, nei mezzi freschi e vecchi, nel/i controllo/i e nella concentrazione massima della sostanza in
esame.

Durante la prova le concentrazioni della sostanza di prova.

Vanno determinate a intervalli regolari Nei test semistatici in cui si prevede che la concentrazione della
sostanza in esame resti intorno a ± 20 % del valore nominale (e cioè entro l'intervallo dell'80-120 %; cfr. punti
1.4. e 1.8.4), si raccomanda di analizzare almeno le concentrazioni minima e massima di prova subito dopo
la loro preparazione e in occasione di un rinnovo del mezzo nel corso della prima settimana del test (le ana-
lisi vanno effettuate su un campione della stessa soluzione, preparata di fresco e al momento di rinnovarla).
Queste determinazioni vanno poi ripetute a intervalli almeno settimanali.

Per i test in cui non si prevede che la concentrazione della sostanza in esame resti entro ± 20 % del valore
nominale, è necessario analizzare tutte le concentrazioni di prova, appena preparate e al momento di rinno-
varle. Tuttavia, per i test in cui la concentrazione iniziale misurata della sostanza di prova non è entro ± 20 %
del valore nominale, ma si può fornire prova che le concentrazioni iniziali sono ripetibili e stabili (cioè entro
un range dell'80-120 % delle concentrazioni iniziali), nella seconda e terza settimana del test le determinazioni
chimiche possono limitarsi alle concentrazioni massima e minima. In tutti i casi la determinazione delle con-
centrazioni della sostanza in esame prima del rinnovopuò limitarsi ad un unico recipienteper ciascuna con-
centrazione.

Per i test a flusso continuo è appropriato l'uso di un regime di campionamento simile a quello descritto per i
test semistatici (sebbene in questo caso non ci sia la misurazione delle soluzioni «vecchie»). Può essere però
consigliabile aumentare il numero di campionamenti durante la prima settimana (ad esempio, tre serie di
misurazioni) per accertare la stabilità delle concentrazioni di prova. In questi tipi di prova dovrebbe essere
controllato quotidianamente il tasso di flusso del diluente e della sostanza di prova.
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Potendo dimostrare che durante tutto il test la concentrazione della sostanza di prova in soluzione è stata
mantenuta in modo soddisfacente entro ± 20 % della concentrazione nominale o della concentrazione iniziale
misurata, i risultati possono essere basati sui valori nominali o sui valori iniziali misurati. Se la deviazione
dalla concentrazione iniziale nominale o misurata è maggiore di ± 20 %, i risultati vanno espressi come media
ponderata nel tempo (cfr. appendici 5).

2. DATI E RELAZIONE

2.1. ELABORAZIONE DEI RISULTATI

Scopo di questo test è determinare l'effetto della sostanza di prova sul numero complessivo di piccoli vivi pro-
dotti da ciascun animale riproduttore vivo alla fine del test. Occorre calcolare il numero complessivo di pic-
coli per animale riproduttore per ciascun recipiente di prova ( replica). Se in una replica qualsiasi l'animale
riproduttore muore durante il test o si rivela essere un maschio, questa replica viene esclusa dall'analisi. L'ana-
lisi si baserà quindi su un numero ridotto di repliche.

Per stimare la LOEC e quindi la NOEC per gli effetti della sostanza chimica sulla capacità riproduttiva è neces-
sario calcolare la capacità riproduttiva media nelle varie repliche di ciascuna concentrazione, nonché la devia-
zione standard residua di dati comuni («pooled»), utilizzando l'analisi della varianza (ANOVA). La media di
ogni concentrazione deve poi essere confrontata con la media dei controlli mediante un metodo adeguato di
comparazione multipla. Possono essere utilizzati i test di Dunnett o di Williams (14) (15) (16) (17). È necessa-
rio controllare se la assunzione di omogeneità della varianza dell'ANOVA è fondata. Si raccomanda di fare
questo controllo graficamente piuttosto che con un test formale della significatività (18); una possibile alterna-
tiva è il test di Bartlett. Se la assunzione non è fondata, bisogna valutare se trasformare i dati per omogeneiz-
zare le varianze prima di eseguire l'ANOVA, o se eseguire una ANOVA ponderata. Occorre calcolare e riferire
nella relazione l'entità dell'effetto misurabile tramite ANOVA (ovvero la più piccola differenza significativa).

Per la stima della concentrazione che causerebbe una riduzione del 50 % della capacità riproduttiva (CE50) è
necessario approssimare ai dati una curva adeguata, come la curva logistica, utilizzando un metodo statistico
come quello dei minimi quadrati. è possibile parametrizzare la curva in modo da poter stimare direttamente
la CE50 e il suo errore standard. Ciò faciliterebbe notevolmente il calcolo dei limiti fiduciali della CE50. A
meno che vi siano buoni motivi per preferire limiti fiduciali diversi, vanno utilizzati i limiti di confidenza infe-
riore e superiore (probabilità del 95 %). La procedura di approssimazione deve fornire, di preferenza, uno
strumento per valutare il significato della mancanza di approssimazione. Lo si può fare graficamente o divi-
dendo la somma residua dei quadrati in componenti di �mancanza di adattamento e «componenti d'errore
puro» ed eseguendo un test della significatività per la mancanza di adattamento. Poiché generalmente i tratta-
menti che danno alta fecondità tendono ad avere una varianza maggiore nel numero dei piccoli prodotti
rispetto ai trattamenti che danno bassa fecondità, si potrebbe eventualmente ponderare i valori osservati per
rispecchiare le diverse varianze nei diversi gruppi di trattamento [cfr. riferimento (18) per ulteriori dettagli].

Nell'analisi dei dati ottenuti nel «ring test» finale (2) è stata approssimata una curva logistica mediante il
seguente modello, sebbene si possano usare altri modelli adeguati:

Y =
c

1 +
x

x0

� �b

dove:

Y: numero totale dei piccoli per animale riproduttore vivo alla fine del test (calcolato per ciascun reci-
piente)

x: concentrazione della sostanza

c: numero previsto di piccoli se x = 0

x0: CE50 della popolazione

b: parametro della pendenza.

Questo modello dovrebbe essere adeguato in molte situazioni diverse, ma esistono senz'altro test per i quali
non è adatto. È dunque necessario controllarne la validità come suggerito sopra. In alcuni casi può prestarsi
meglio un modello di ormesi in cui concentrazioni basse danno effetti più severi (19).

È possibile calcolare anche altre concentrazioni efficaci, come la CE10 o la CE20, anche se può essere preferi-
bile utilizzare una parametrizzazione diversa del modello rispetto a quella usata per la stima della CE50.
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2.2. RELAZIONE SUL TEST

La relazione sul test deve contenere:

2.2.1. Sostanza di prova:

� natura fisica e proprietà fisico-chimiche pertinenti,

� dati di identificazione chimica, compresa la purezza.

2.2.2. Specie di prova:

� clone (se è stato tipizzato geneticamente), fornitore o fonte (se nota) e condizioni di utilizzate. Se si usa
una specie diversa dalla Daphnia magna, è necessario precisarlo nella relazione e giustificare i motivi di
questa scelta.

2.2.3. Condizioni di esecuzione della prova:

� procedura usata (ad esempio semistatica o a flusso continuo, volume, carico espresso in numero di
Daphnia per litro),

� fotoperiodo e intensità della luce,

� disegno sperimentale (ad esempio, numero di repliche, numero di animali riproduttori per replica),

� particolari sul mezzo di allevamento utilizzato,

� eventuali aggiunte di materiale organico, inclusa composizione, fonte, metodo di preparazione, TOC/COD
delle preparazioni madri, stima del TOC/COD risultante nel mezzo di prova,

� informazioni dettagliate sull'alimentazione, comprese la quantità (in mg C/Daphnia/die) e il programma
(ad esempio tipo di alimento/i, compresi il nomedella specie di alghe e, se noti, il ceppo e le condizioni
di coltura),

� metodo di preparazione delle soluzioni madri e frequenza di rinnovo (deve essere specificato il tipo e la
concentrazione del solvente o disperdente, se usati).

2.2.4. Risultati:

� risultati di eventuali studi preliminari sulla stabilità della sostanza di prova,

� concentrazioni di prova nominali e risultati di tutte le analisi per determinare la concentrazione della
sostanza nei recipienti di prova (cfr. esempi di schede di raccolta dati nell'appendice 4); vanno riportati
nella relazione anche l'efficienza di recupero del metodo e il limite di determinazione,

� qualità dell'acqua nei recipienti di prova (pH, temperatura e concentrazione dell'ossigeno disciolto, e, dove
possibile, anche TOC e/o COD e durezza) (cfr. esempio di scheda di raccolta dati nell'appendice 3),

� numero totale di piccoli vivi per ciascun animale riproduttore (cfr. esempio di scheda di raccolta dati
nell'appendice 3),

� numero di decessi fra gli animali riproduttori e giorno in cui sono avvenuti (cfr. esempio di scheda di rac-
colta dati nell'appendice 3),

� coefficiente di variazione per la fecondità dei controlli (basato sul numero totale di piccoli vivi per ani-
male riproduttore vivo alla fine del test),

� diagramma del numero totale di piccoli vivi per animale riproduttore vivo (per ogni replica) alla fine del
test sulla concentrazione della sostanza in esame,

� concentrazione più bassa alla quale si osservano effetti (LOEC) sulla riproduzione, comprese una descri-
zione delle procedure statistiche usate e un'indicazione dell'entità dell'effetto che poteva essere rilevato e
concentrazione più alta alla quale non si osservano effetti (NOEC) sulla riproduzione; se del caso, va indi-
cata anche la LOEC/NOEC relativa alla mortalità degli animali riproduttori,

� se del caso, CEx per la riproduzione e intervalli di confidenza, nonché un grafico del modello approssi-
mato usato per il suo calcolo, la pendenza della curva dose-risposta e il suo errore standard,

� altri effetti biologici osservati o misure effettuate: riferire qualsiasi altro effetto biologico osservato o misu-
rato (ad esempio, crescita degli animali riproduttori) comprese le motivazioni adeguate,

� spiegazione di eventuali deviazioni dal metodo di prova.
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APPENDICE 1

PREPARAZIONE DEI MEZZI M7 E M4 DI ELENDT TOTALMENTE DEFINITI

Acclimatazione ai mezzi M7 e M4 di Elendt

Alcuni laboratori hanno avuto difficoltà nel trasferire direttamente le daphnie nei mezzi M4 (1) e M7. Per contro, con
l'acclimatazione graduale, cioè lo spostamento dal mezzo originario a un mezzo Elendt al 30 %, poi al 60 % e infine al
100 % si sono avuti risultati soddisfacenti. Potrebbe essere necessario prevedere periodi di acclimatazione persino di un
mese.

PREPARAZIONE

Oligoelementi

Inizialmente si preparano soluzioni madri distinte (I) dei singoli oligoelementi in acqua di adeguata purezza, ad esempio
deionizzata, distillata o sottoposta a osmosi inversa. Da queste diverse soluzioni madre (I) si prepara una seconda solu-
zione madre singola (II) che contiene tutti gli oligoelementi (soluzione combinata), e cioè:

Soluzioni madre I
(sostanza singola) Quantità aggiunta

all'acqua
(mg/l)

Concentrazione
(in relazione al

mezzo M4)
(volte)

Per preparare la soluzione madre combinata
II aggiungere la seguente quantità di solu-

zione madre I ad acqua
(ml/l)

M 4 M 7

H3BO3 57 190 20 000 1,0 0,25

MnCl2 * 4 H2O 7 210 20 000 1,0 0,25

LiCl 6 120 20 000 1,0 0,25

RbCl 1 420 20 000 1,0 0,25

SrCl2 * 6 H2O 3 040 20 000 1,0 0,25

NaBr 320 20 000 1,0 0,25

Na2MoO4 * 2 H2O 1 260 20 000 1,0 0,25

CuCl2 * 2 H2O 335 20 000 1,0 0,25

ZnCl2 260 20 000 1,0 1,0

CoCl2 * 6 H2O 200 20 000 1,0 1,0

KI 65 20 000 1,0 1,0

Na2SeO3 43,8 20 000 1,0 1,0

NH4VO3 11,5 20 000 1,0 1,0

Na2EDTA * 2 H2O 5 000 2 000 � �

FeSO4 * 7 H2O 1 991 2 000 � �

Sia la soluzione Na2EDTA che la FeSO4 vengono preparate singolarmente, versate insieme e inserite immediatamente
nell'autoclave. Con ciò si ottiene:

21 soluzione Fe-EDTA 1 000 20,0 5,0
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Mezzi M4 e M7

I mezzi M4 e M7 si preparano usando la soluzione madre II, i macronutrienti e le vitamine, nel modo seguente:

Quantità aggiunta ad
acqua
(mg/l)

Concentrazione (ri-
spetto al mezzo M4)

(volte)

Quantità di soluzione madre aggiunta per
preparare il mezzo

(ml/l)

M 4 M 7

Soluzione madre II oligoelementi com-
binati

20 50 50

Soluzioni madri con macrocostituenti (singola sostanza)

CaCl2 * 2 H2O 293 800 1 000 1,0 1,0

MgSO4 * 7 H2O 246 600 2 000 0,5 0,5

KCl 58 000 10 000 0,1 0,1

NaHCO3 64 800 1 000 1,0 1,0

Na2SiO3 * 9 H2O 50 000 5 000 0,2 0,2

NaNO3 2 740 10 000 0,1 0,1

KH2PO4 1 430 10 000 0,1 0,1

K2HPO4 1 840 10 000 0,1 0,1

Soluzione madre combinata di vitamine � 10 000 0,1 0,1

La soluzione madre combinata di vitamine si prepara aggiungendo le 3 vitamine a 1 litro di acqua, come segue:

Cloridrato di tiammina 750 10 000 � �

Cianocobalamina (B12) 10 10 000 � �

Biotina 7,5 10 000 � �

La soluzione madre combinata di vitamine si conserva congelata in piccole aliquote Le vitamine si aggiungono ai mezzi poco prima del-
l'uso.

Note: Per evitare la precipitazione dei sali durante la preparazione dei mezzi completi, aggiungere le aliquote delle soluzioni madre a
circa 500-800 ml di acqua deionizzata e poi portare a 1 litro.

Il primo studio pubblicato sul mezzo M4 si trova in Elendt, B. P. (1990). Selenium deficiency in crustacea; an ultrastructural
approach to antennal damage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, pp. 25-33.
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APPENDICE 2

ANALISI DEL CARBONIO ORGANICO TOTALE (TOC) E PRODUZIONE DI UN NOMOGRAMMA PER IL
CONTENUTO DI TOC DELL'ALIMENTO ALGALE

È riconosciuto che il contenuto di carbonio dell'alimento algale non viene di norma misurato direttamente, bensì
mediante correlazioni (cioè nomogrammi) con misure sostitutive quali il numero di cellule algali o l'assorbanza della
luce.

Il TOC dovrebbe essere misurato per ossidazione ad alta temperatura piuttosto che mediante UV o metodi con persol-
fati. (Cfr.: The Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands
1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Per la produzione del nomogramma, le alghe vanno separate dal mezzo di crescita mediante centrifugazione, seguita da
risospensione in acqua distillata. Occorre misurare il parametro surrogato e la concentrazione del TOC in ciascun cam-
pione in triplicato. Vanno analizzati i bianchi di acqua distillata e la loro concentrazione di TOC viene dedotta dalla
concentrazione del TOC nel campione di alghe.

Il nomogramma deve essere lineare nell'intervallo richiesto di concentrazioni del carbonio. Di seguito sono riportati
alcuni esempi.

NB: Non usare questi monogrammi per effettuare conversioni; è essenziale che ogni laboratorio prepari il suo nomo-
gramma..

mg/l peso secco
di alimento algale
concentrato
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mg C/l di alimento algale concentrato

Coefficiente di correlazione — 0,980

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Regressione di mg/l di peso a secco su mg C/l.
Dati da sospensioni concentrate di cellule in coltura in
semi-continuo, risospese in acqua distillata.
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Numero di cel-
lule/l (x 108) di
alimento algale
concentrato

115
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mg C/l di mangime algale concentrato

Coefficiente di correlazione — 0,926

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Regressione del numero di cellule su mg C/l.
Dati da sospensioni concentrate di cellule in coltura in
semi-continuo, risospese in acqua distillata.

Assorbanza a
440 nm di una
diluzione 1/10
di alimento alga-
le concentrato
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mg C/l di alimento algale concentrato

Coefficiente di correlazione — 0,998

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 112/12).
Regressione dell’assorbanza su mg C/l. (1 cm di cammino ottico)
Dati da sospensioni concentrate di cellule in coltura in semi-conti-
nuo, risospese in acqua distillata.
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APPENDICE 3

ESEMPIO DI SCHEDA PER LA RACCOLTA DI DATI SUL RINNOVO DEL MEZZO, IL MONITORAGGIO FISICO/CHIMICO, L'ALIMENTAZIONE, LA RIPRODUZIONE DELLE DAPHNIA E LA
MORTALITÀ DEGLI ADULTI

Esperimento n.: Inizio raccolta dati: Clone: Mezzo: Tipo di cibo: Sostanza di prova: Concentrazione nominale:

Giorno 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Rinnovo del mezzo
(spuntare)

PH (1) nuovo

vecchio

O2 mg/l (1) nuovo

vecchio

Temperatura (°C) (1) nuovo

vecchio

Somministrazione del
cibo (spuntare)

N. di piccoli vivi (2) Totale

Recipiente 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Totale

Mortalità cumulativa
adulti (3)

(1) Indicare quale recipiente è stato usato per l'esperimento.
(2) Registrare la mortalità di qualsiasi animale adulto inserendo la lettera «M» nella casella corrispondente.
(3) Registrare le schiuse abortite inserendo la sigla «AB» nella casella corrispondente.



APPENDICE 4

ESEMPIO DI SCHEDA PER LA REGISTRAZIONE DEI RISULTATI DELLE ANALISI CHIMICHE

a) Concentrazioni misurate

Concentrazioni
nominali

Campione settimana 1 Campione settimana 2 Campione settimana 3

Fresco Vecchio Fresco Vecchio Fresco Vecchio

b) Concentrazioni misurate come percentuale del valore nominale

Concentrazioni
nominali

Campione settimana 1 Campione settimana 2 Campione settimana 3

Fresco Vecchio Fresco Vecchio Fresco Vecchio
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APPENDICE 5

CALCOLO DI UNA MEDIA PONDERATA NEL TEMPO

Media ponderata nel tempo

Dato che la concentrazione della sostanza di prova può diminuire nel periodo fra i rinnovi del mezzo è necessario con-
siderare quale concentrazione vada scelta come rappresentativa dell' intervallo di concentrazioni a cui sono state esposte
le daphnie riproduttrici. La selezione deve basarsi su considerazioni biologiche oltre che statistiche. Per esempio, se si
ritiene che la riproduzione venga influenzata soprattutto dalla concentrazione picco, si deve utilizzare la concentrazione
massima. Se invece si ritiene più importante l'effetto accumulato o a più lungo termine della sostanza tossica, allora
risulta più pertinente una concentrazione media. In questo caso una media adeguata è la concentrazione media ponde-
rata nel tempo, in quanto tiene conto della variazione della concentrazione istantanea nel corso del tempo.

0

2
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8

10

12

0 1 2 3 4 5 6 7

Giorni

Figura 1: Esempio di media ponderata nel tempo

La Figura 1 mostra un esempio di test (semplificato) della durata di sette giorni con rinnovo del mezzo nei giorni 0, 2 e
4.

� La linea sottile a zig-zag rappresenta la concentrazione in qualsiasi momento nel tempo. Si suppone che la caduta
di concentrazione segua un processo di decadimento esponenziale.

� I sei quadratini rappresentano le concentrazioni osservate misurate all'inizio e alla fine di ciascun periodo di rin-
novo.

� La linea retta spessa indica la posizione della media ponderata nel tempo.

La media ponderata nel tempo viene calcolata in modo che l'area ad essa sottostante sia uguale all'area sotto la curva
della concentrazione. Il calcolo per l'esempio in figura è illustrato nella tabella 1.
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Tabella 1: Calcolo della media ponderata nel tempo

Rinnovo n. Giorni Conc0 Conc1 Ln(Conc0) Ln(Conc1) 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

Giorni totali: 7 Area totale 50,091

Media
ponderata/t

7,156

«Giorni» è il numero di giorni nel periodo di rinnovo.

«Conc0» è la concentrazione misurata all'inizio di ciascun periodo di rinnovo.

«Conc1» è la concentrazione misurata alla fine di ciascun periodo di rinnovo.

«Ln(Conc0)» è il logaritmo naturale di Conc0.

«Ln(Conc1)» è il logaritmo naturale di ConcI.

«Area» è l'area sotto la curva esponenziale per ciascun periodo di rinnovamento. Viene calcolata nel modo seguente:

Area � Conc0 ¯ Conc1
Ln�Conc0� ¯ Ln�Conc1� × Giorni

La media ponderata nel tempo («media ponderata/t») è l'«Area totale» divisa per i «Giorni totali».

Ovviamente per il test di riproduzione con Daphnia la tabella andrebbe prolungata fino a coprire 21 giorni.

È chiaro che quando le osservazioni vengono effettuate solo all'inizio e alla fine di ciascun periodo di rinnovamento
non è possibile confermare che il processo di decadimento è effettivamente esponenziale. Una curva diversa produr-
rebbe un calcolo diverso per l'Area. è tuttavia plausibile che il processo di decadimento sia esponenziale e questa è pro-
babilmente la curva migliore da usare in assenza di altre informazioni.

È però necessario procedere con cautela se l'analisi chimica non rileva alcuna sostanza alla fine del periodo di rinnovo.
A meno che non sia possibile stimare la rapidità con cui la sostanza è scomparsa dalla soluzione, è impossibile ottenere
un'area sotto la curva che sia realistica, e pertanto è impossibile ottenere una ragionevole media ponderata nel tempo.
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ALLEGATO 6

ALLEGATO VI

REQUISITI GENERALI PER LA CLASSIFICAZIONE E L'ETICHETTATURA DI SOSTANZE E PREPARATI
PERICOLOSI

Indice

1. INTRODUZIONE GENERALE

2. CLASSIFICAZIONE IN BASE ALLE PROPRIETÀ FISICOCHIMICHE

2.1. Introduzione

2.2. Criteri per la classificazione, la scelta dei simboli, l'indicazione di pericolo e la scelta delle frasi di rischio

2.2.1. Esplosivo

2.2.2. Comburente

2.2.3. Altamente infiammabile

2.2.4. Facilmente infiammabile

2.2.5. Infiammabile

2.2.6. Altre proprietà fisico-chimiche

3. CLASSIFICAZIONE IN BASE ALLE PROPRIETÀ TOSSICOLOGICHE

3.1. Introduzione

3.2. Criteri per la classificazione, la scelta dei simboli, l'indicazione di pericolo e la scelta delle frasi di rischio

3.2.1. Molto tossico

3.2.2. Tossico

3.2.3. Nocivo

3.2.4. Osservazioni concernenti l'impiego della frase R48

3.2.5. Corrosivo

3.2.6. Irritante

3.2.7. Sensibilizzante

3.2.8. Altre proprietà tossicologiche

4. CLASSIFICAZIONE IN BASE AGLI EFFETTI SPECIFICI SULLA SALUTE UMANA

4.1. Introduzione

4.2. Criteri per la classificazione, l'indicazione di pericolo e la scelta delle frasi di rischio

4.2.1. Sostanze cancerogene

4.2.2. Sostanze mutagene

4.2.3. Sostanze tossiche per la riproduzione

4.2.4. Procedura per la classificazione dei preparati riguardante gli effetti specifici sulla salute
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5. CLASSIFICAZIONE IN BASE AGLI EFFETTI SULL'AMBIENTE

5.1. Introduzione

5.2. Criteri per la classificazione, l'indicazione del pericolo e la scelta delle frasi indicanti i rischi

5.2.1. Ambiente acquatico

5.2.2. Ambiente non acquatico

6. SCELTA DELLE FRASI RELATIVE AI CONSIGLI DI PRUDENZA

6.1. Introduzione

6.2. Frasi relative ai consigli di prudenza per le sostanze ed i preparati

7. ETICHETTATURA

8. CASI PARTICOLARI: Sostanze

8.1. Bombole di gas trasportabili

8.2. Bombole di gas destinate a propano, butano o gas di petrolio liquefatto (GPL)

8.3. Metalli in forma massiva

8.4. Sostanze caratterizzate dalla frase R65

9. CASI PARTICOLARI: Preparati

9.1. Preparati gassosi (miscele di gas)

9.2. Bombole di gas destinate a preparati contenenti propano, butano o gas di petrolio liquefatto (GPL) odo-
rizzati

9.3. Leghe, preparati contenenti polimeri, preparati contenenti elastomeri

9.4. Preparati caratterizzati dalla frase R65

9.5. Perossidi organici

9.6. Requisiti supplementari di etichettatura per taluni preparati

DICHIARAZIONE DELLA COMMISSIONE

1. INTRODUZIONE GENERALE

1.1. L'obiettivo della classificazione è l'identificazione di tutte le proprietà fisicochimiche, tossicologiche ed ecotos-
sicologiche delle sostanze e dei preparati che possano comportare rischi nel corso della normale manipola-
zione o utilizzazione. Dopo l'identificazione delle proprietà pericolose, la sostanza o il preparato devono essere
etichettati per indicare il pericolo o i pericoli, al fine di proteggere l'utilizzatore, il pubblico e l'ambiente.

1.2. Il presente allegato illustra i criteri generali di classificazione e di etichettatura delle sostanze e dei preparati di
cui all'articolo 4 della presente direttiva e all'articolo 4 della direttiva 1999/45/CE, nonché altre direttive sui
preparati pericolosi.

Il presente allegato è destinato a tutti gli interessati ai metodi di classificazione e di etichettatura delle sostanze
e dei preparati pericolosi, ovvero, fabbricanti, importatori o autorità nazionali.

1.3. Le disposizioni della presente direttiva e della direttiva 1999/45/CE hanno lo scopo di mettere a disposizione
della popolazione e dei lavoratori informazioni essenziali sulle sostanze e sui preparati pericolosi. L'etichetta
richiama l'attenzione di coloro che manipolano o utilizzano dette sostanze o preparati sui pericoli insiti in
alcuni di essi.
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L'etichetta può inoltre richiamare l'attenzione su informazioni più complete in materia di precauzioni e di uti-
lizzazione del prodotto, disponibili sotto altra forma.

1.4. L'etichetta tiene conto di tutti i pericoli potenziali connessi con la normale manipolazione ed utilizzazione
delle sostanze e dei preparati pericolosi nella forma in cui vengono commercializzati, ma non necessariamente
nelle altre possibili forme di d'utilizzazione finale, ad esempio allo stato diluito. I pericoli più gravi sono segna-
lati da simboli; questi pericoli e quelli causati da altre proprietà pericolose sono precisati in frasi standard,
mentre altre frasi, relative ai consigli di prudenza, indicano le precauzioni necessarie.

Nel caso delle sostanze, l'informazione è completata dalla denominazione della sostanza secondo una nomen-
clatura chimica riconosciuta a livello internazionale, preferibilmente quella utilizzata dall'Inventario europeo
delle sostanze chimiche commerciali esistenti (European Inventory of Existing Commercial Chemical Substan-
ces � Einecs) o dall'Elenco europeo delle sostanze chimiche notificate (European List of Notified Chemical
Substances � Elincs), dal numero CE e da nome, indirizzo e numero di telefono del responsabile dell'immis-
sione della sostanza sul mercato avente sede nella Comunità.

Nel caso dei preparati, l'informazione conforme all'articolo 10, paragrafo 2, della direttiva 1999/45/CE è com-
pletata:

� dal nome commerciale o dalla denominazione del preparato,

� dalla denominazione chimica della o delle sostanze presenti nel preparato e

� dal nome, dall'indirizzo completo e dal numero di telefono del responsabile dell'immissione sul mercato
del preparato avente sede nella Comunità.

1.5. L'articolo 6 stabilisce che i fabbricanti, distributori e importatori di sostanze pericolose che non figurano
ancora nell'allegato I, ma che sono incluse nell'Einecs, sono tenuti ad effettuare una ricerca per reperire tutti i
principali dati esistenti e accessibili sulle proprietà di tali sostanze. In base a tali informazioni essi devono
imballare e provvisoriamente etichettare tali sostanze conformemente alle regole stabilite negli articoli da 22 a
25 ed ai criteri enunciati nel presente allegato.

1.6. Dati necessari per la classificazione e l'etichettatura

1.6.1. Nel caso delle sostanze i dati per la classificazione e l'etichettatura sono ottenuti secondo le modalità descritte
qui di seguito.

a) Per le sostanze per le quali occorre fornire le informazioni specificate nell'allegato VII la maggior parte dei
dati necessari per la classificazione e l'etichettatura è contenuta nel «fascicolo di base». La classificazione e
l'etichettatura verranno rivedute, se necessario, quando saranno disponibili nuove informazioni (allegato
VIII).

b) Per le altre sostanze (ad esempio quelle di cui al punto 1.5 precedente) i dati necessari per la classifica-
zione e l'etichettatura potranno essere eventualmente ricavati da numerose altre fonti, ad esempio:

� i risultati di precedenti saggi,

� le informazioni necessarie in applicazione delle norme internazionali sul trasporto delle sostanze peri-
colose,

� le informazioni tratte da opere di riferimento e da pubblicazioni specializzate, o

� le informazioni basate sull'esperienza.

Se di pertinenza, possono essere presi in considerazione anche le relazioni convalidate struttura-attività e i
giudizi degli esperti.

1.6.2. Nel caso dei preparati i dati per la classificazione e l'etichettatura sono di norma ottenuti secondo le modalità
descritte qui di seguito.

a) I dati fisico-chimici si ottengono applicando i metodi specificati nell'allegato V. Tali metodi si applicano
anche ai preparati disciplinati dalla direttiva 91/414/CEE, salvo se risultano accettabili altri metodi ricono-
sciuti a livello internazionale in base alle disposizioni degli allegati II e III della direttiva 91/414/CEE (arti-
colo 5, paragrafo 5, della direttiva 1999/45/CE). Per i preparati gassosi si può impiegare un metodo di cal-
colo delle proprietà di comburenza ed infiammabilità (cfr. 9.1.1.1 e 9.1.1.2). Per i preparati non gassosi
contenenti perossidi organici si può utilizzare un metodo di calcolo delle proprietà comburenti (cfr.
2.2.2.1).
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b) I dati concernenti gli effetti sulla salute si ottengono:

� applicando i metodi specificati nell'allegato V, salvo se, nel caso dei prodotti fitosanitari, sono accetta-
bili altri metodi riconosciuti a livello internazionale in base alle disposizioni degli allegati II e III della
direttiva 91/414/CEE [articolo 6, paragrafo 1, lettera b), della direttiva 1999/45/CE],

� e/o applicando il metodo convenzionale di cui all'articolo 6 e all'allegato II, parte A da 1 a 6 e parte
B da 1 a 5 della direttiva 1999/45/CE, oppure,

� in caso di R65, applicando i criteri di cui al punto 3.2.3,

� per la valutazione degli effetti cancerogeni, mutageni e di tossicità riproduttiva, invece, applicando
uno dei metodi convenzionali di cui all'articolo 6 e all'allegato II, parte A da 7 a 9 e parte B 6 della
direttiva 1999/45/CE.

c) I dati sulle proprietà ecotossicologiche

i) riferiti esclusivamente alla tossicità acquatica

� si ottengono applicando i metodi di cui all'allegato V, fatte salve le condizioni di cui all'allegato
III, parte C, della direttiva 1999/45/CE, a meno che, nel caso dei prodotti fitosanitari, siano accet-
tabili altri metodi riconosciuti a livello internazionale in base alle disposizioni degli allegati II e III
della direttiva 91/414/CEE [articolo 7, paragrafo 1, lettera b), della direttiva 1999/45/CE], oppure

� applicando uno dei metodi convenzionali di cui all'articolo 7 e all'allegato III, parti A e B, della
direttiva 1999/45/CE;

ii) destinati alla valutazione della capacità potenziale (o effettiva) di bioaccumulo si ottengono proce-
dendo ad una determinazione del log Pow (o del BCF), mentre quelli destinati alla valutazione della
degradabilità si ricavano da uno dei metodi convenzionali di cui all'articolo 7 e all'allegato III, parti A
e B, della direttiva 1999/45/CE;

(iii) riferiti ai pericoli per lo strato di ozono si ottengono applicando uno dei metodi convenzionali di cui
all'articolo 7 e all'allegato III, parti A e B, della direttiva 1999/45/CE.

Nota relativa alle prove sugli animali

L'esecuzione di prove sugli animali per ottenere dati sperimentali è soggetta alle disposizioni della direttiva
86/609/CEE concernente la protezione degli animali impiegati a scopi sperimentali.

Nota relativa alle proprietà fisicochimiche:

Per i perossidi organici ed i preparati a base di perossidi organici i dati si possono ottenere mediante il metodo
di calcolo illustrato al punto 9.5. Per i preparati gassosi si può utilizzare un metodo di calcolo per l'infiamma-
bilità e le proprietà comburenti (cfr. punto 9).

1.7. Applicazione dei criteri guida

La classificazione deve basarsi sulle proprietà fisicochimiche, tossicologiche ed ecotossicologiche delle sostanze
e dei preparati.

Ai sensi del punto 1.6 la classificazione delle sostanze e dei preparati avviene sulla base dei criteri di cui ai
punti da 2 a 5 (sostanze) e ai punti 2, 3, 4.2.4 e 5 del presente allegato. Si devono prendere in considerazione
tutti i tipi di pericolo. Ad esempio, la classificazione di cui al punto 3.2.1 non implica che si possa ignorare i
punti come il 3.2.2 o il 3.2.4.

L'obiettivo della scelta del o dei simboli e della o delle frasi di rischio è di illustrare sull'etichetta la natura spe-
cifica dei potenziali pericoli identificati nella classificazione.

In deroga ai criteri di cui ai punti 2.2.3, 2.2.4 e 2.2.5, le sostanze e i preparati sotto forma d'aerosol sono
disciplinati dalle disposizioni di cui alla direttiva 75/324/CEE, modificata e adeguata al progresso tecnico.
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1.7.1. Definizioni

Sostanze: gli elementi chimici ed i loro composti, allo stato naturale o ottenuti mediante qualsiasi procedi-
mento di produzione, contenenti gli additivi necessari per preservare la stabilità del prodotto e le impurezze
derivanti dal procedimento impiegato, esclusi i solventi che possono essere separati senza incidere sulla stabi-
lità della sostanza o modificarne la composizione.

Una sostanza può essere ben definita chimicamente (ad esempio l'acetone) o consistere in una miscela com-
plessa di costituenti di varia composizione (ad esempio i distillati aromatici). In quest'ultimo caso sono stati
identificati alcuni costituenti.

Preparati: le miscele o soluzioni composte da due o più sostanze.

1.7.2. Applicazione dei criteri guida per le sostanze

I criteri guida illustrati nel presente allegato sono direttamente applicabili se i dati in questione sono stati otte-
nuti con metodi di prova paragonabili a quelli descritti nell'allegato V, in altri casi i dati disponibili devono
essere valutati confrontando i metodi di prova utilizzati con quelli dell'allegato V e con le norme contenute
nel presente allegato per definire la corretta classificazione ed etichettatura.

In alcuni casi potrebbero sorgere dubbi circa l'applicazione dei criteri più pertinenti, specialmente laddove
occorra il giudizio di un esperto. In detti casi il fabbricante, il distributore o l'importatore classifica ed etichetta
la sostanza a titolo provvisorio in base ad una valutazione delle caratteristiche evidenti ad opera di una per-
sona competente.

Fatto salvo l'articolo 6, laddove sia stata applicata la procedura di cui sopra e si temano possibili incongruenze,
può essere presentata una proposta di inserimento della classificazione provvisoria nell'allegato I. Tale proposta
deve essere presentata ad uno degli Stati membri e corredata di opportuni dati scientifici (cfr. anche il punto
4.1).

Analoga procedura si applica qualora siano state reperite informazioni che sollevano dubbi circa l'accuratezza
di una voce già inserita nell'allegato I.

1.7.2.1. Classificazione di sostanze contenenti impurezze o additivi o singoli costituenti

Occorre tenere conto della presenza di eventuali impurezze, additivi o singoli costituenti delle sostanze com-
plesse se le loro concentrazioni sono superiori o pari ai limiti specificati qui di seguito:

� 0,1 % per le sostanze classificate come molto tossiche, tossiche, cancerogene di categoria 1 o 2, mutagene
di categoria 1 o 2, tossiche per la riproduzione di categoria 1 o 2, oppure pericolose per l'ambiente (con-
trassegnate dal simbolo «N» per l'ambiente acquatico, pericolose per lo strato di ozono),

� 1 % per le sostanze classificate come nocive, corrosive, irritanti, sensibilizzanti, cancerogene di categoria
3, mutagene di categoria 3, tossiche per riproduzione di categoria 3, oppure pericolose per l'ambiente
(non contrassegnate dal simbolo «N», ossia nocive per gli organismi acquatici e che possono produrre
effetti negativi a lungo termine),

salvo se nell'allegato I sono stati specificati valori più bassi.

Ad eccezione delle sostanze specificatamente elencate nell'allegato I, la classificazione dovrebbe essere effet-
tuata in base ai requisiti di cui agli articoli 5, 6 e 7 della direttiva 1999/45/CE del Consiglio.

Nel caso dell'amianto (650-013-00-6), questa regola generale non si applica sino a quando non sarà fissato un
limite di concentrazione nell'allegato I. Le sostanze contenenti tracce di amianto devono essere classificate ed
etichettate conformemente ai principi dell'articolo 6 della presente direttiva.

1.7.3. Applicazioni dei criteri guida per i preparati

I criteri guida illustrati nel presente allegato sono direttamente applicabili nel caso in cui i dati in questione
siano stati ottenuti mediante metodi di prova comparabili a quelli descritti nell'allegato V, ad accezione dei cri-
teri di cui al capitolo 4 per i quali è possibile applicare soltanto il metodo convenzionale. Anche in relazione
ai criteri del capitolo 5, si applica un metodo convenzionale, con l'eccezione della tossicità acquatica, fatte
salve le condizioni specificate nell'allegato III, parte C, della direttiva 1999/45/CE. Per i preparati che rientrano
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nel campo d'applicazione della direttiva 91/414/CEE si ritengono accettabili anche i dati relativi alla classifica-
zione e all'etichettatura ottenuti mediante altri metodi riconosciuti a livello internazionale (cfr. disposizioni
specifiche al punto 1.6 del presente allegato). Negli altri casi, i dati disponibili devono essere valutati confron-
tando i metodi di prova utilizzati con quelli presentati nell'allegato V e con norme contenute nel presente alle-
gato, in modo da applicare la classificazione e l'etichettatura appropriate.

Qualora i pericoli per la salute e l'ambiente siano valutati mediante uno dei metodi convenzionali di cui agli
articoli 6 e 7 e agli allegati II e III della direttiva 1999/45/CE, i limiti di concentrazione da utilizzare sono
quelli indicati:

� nell'allegato I della presente direttiva,

� oppure nell'allegato II, parte B e/o nell'allegato III, parte B, della direttiva 1999/45/CE, qualora la sostanza
o le sostanze non figurino nell'allegato I della presente direttiva o vi figurino senza limiti di concentra-
zione.

Nel caso di preparati che contengano miscele di gas, la classificazione relativa agli effetti sulla salute e sull'am-
biente sarà stabilita con il metodo di calcolo in base ai singoli limiti di concentrazione fissati nell'allegato I
della presente direttiva o, qualora tali limiti non figurino nell'allegato I, in base ai criteri di cui agli allegati II e
III della direttiva 1999/45/CE.

1.7.3.1. Preparati o sostanze descritte al punto 1.7.2.1, impiegati come costituenti di altri preparati

L'etichettatura di tali preparati deve essere conforme alle disposizioni dell'articolo 10 della presente direttiva,
in base ai principi di cui agli articoli 3 e 4 della direttiva 1999/45/CE. In alcuni casi, tuttavia, le informazioni
contenute nell'etichetta del preparato o della sostanza di cui al punto 1.7.2.1, non consentono ad altri fabbri-
canti, che desiderino utilizzare il suddetto preparato come costituente dei loro preparati, di eseguire corretta-
mente la classificazione e l'etichettatura dei preparati stessi.

In tal caso, il responsabile dell'immissione sul mercato del preparato o della sostanza di cui al punto 1.7.2.1,
avente sede nella Comunità, sia questi il fabbricante, l'importatore o il distributore, fornisce appena possibile e
su richiesta giustificata, tutti i dati necessari relativi alle sostanze pericolose presenti per consentire la corretta
classificazione ed etichettatura del nuovo preparato. Questi dati consentono anche al responsabile dell'immis-
sione sul mercato del nuovo preparato di conformarsi agli altri requisiti previsti dalla direttiva 1999/45/CE.

2. CLASSIFICAZIONE IN BASE ALLE PROPRIETÀ FISICOCHIMICHE

2.1. Introduzione

I metodi di prova per la determinazione delle proprietà esplosive, comburenti e d'infiammabilità indicati nel-
l'allegato V hanno lo scopo di precisare il significato delle definizioni generali contenute nell'articolo 2, para-
grafo 2, lettere da a) a e). I criteri derivano direttamente dai metodi di prova di cui all'allegato V, quando sono
menzionati.

Se sono disponibili informazioni adeguate che dimostrino in pratica che le proprietà fisicochimiche delle
sostanze e dei preparati (ad eccezione dei perossidi organici) sono diverse da quelle che si rilevano dai metodi
di prova di cui all'allegato V, tali sostanze e preparati dovrebbero essere classificati in funzione del pericolo
che possono presentare per coloro che manipolano le sostanze ed i preparati o per altre persone.

2.2. Criteri per la classificazione, la scelta dei simboli, l'indicazione del pericolo e la scelta delle frasi indi-
canti i rischi

Nel caso dei preparati è necessario prendere in considerazione i criteri di cui all'articolo 5 della direttiva
1999/45/CE.

2.2.1. Esplosivo

Le sostanze e i preparati sono classificati come esplosivi e contrassegnati dal simbolo «E» e dall'indicazione di
pericolo «esplosivo» in base ai risultati delle prove descritte nell'allegato V, e nella misura in cui le sostanze e i
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preparati sono esplosivi nella forma in cui sono commercializzati. È obbligatoria una frase relativa ai rischi, da
scegliere sulla base di quanto segue:

R2 Rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione

� sostanze e preparati, esclusi quelli elencati in appresso.

R3 Elevato rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione

� sostanze e preparati particolarmente sensibili, come i sali dell'acido picrico o la pentrite.

2.2.2. Comburente

Le sostanze ed i preparati sono classificati come comburenti e contrassegnati dal simbolo «O» e dall'indica-
zione di pericolo «comburente», conformemente ai risultati delle prove menzionate nell'allegato V. È obbligato-
ria una frase indicante i rischi specifici, da scegliere sulla base dei risultati delle prove e tenendo conto di
quanto segue:

R7 Può provocare un incendio

� perossidi organici che possono infiammarsi anche quando non sono a contatto con altri materiali
combustibili.

R8 Può provocare l'accensione di materiale combustibile

� altre sostanze e preparati comburenti, compresi i perossidi inorganici, che possono infiammarsi o
aggravare il rischio di incendio quando sono a contatto con materiali combustibili.

R9 Esplosivo in miscela con materiale combustibile

� altre sostanze e preparati, compresi i perossidi inorganici, che diventano esplosivi se miscelati con
materiali combustibili, ad esempio alcuni clorati.

2.2.2.1. Osservazioni concernenti i perossidi organici

In riferimento alle proprietà esplosive, un perossido organico o un preparato a base di un perossido organico
nella forma con cui viene immesso sul mercato è classificato secondo i criteri di cui al punto 2.2.1 in base a
saggi condotti seguendo i metodi descritti nell'allegato V.

In riferimento alle proprietà comburenti, gli attuali metodi di cui all'allegato V non possono essere applicati ai
perossidi organici.

Per le sostanze, i perossidi organici non ancora classificati come esplosivi sono classificati come pericolosi in
base alla loro struttura (ad es. R-O-O-H; R1-O-O-R2).

I preparati non ancora classificati come esplosivi sono classificati utilizzando il metodo di calcolo basato sulla
percentuale di ossigeno attivo di cui al punto 9.5.

Qualunque perossido organico o preparato contenente perossido organico non ancora classificato come esplo-
sivo è classificato come comburente se il perossido o la sua formulazione contengono:

� più del 5 % di perossidi organici oppure

� più dello 0,5 % di ossigeno disponibile dai perossidi organici e più del 5 % di perossido di idrogeno.

2.2.3. Estremamente infiammabile

Le sostanze e i preparati sono classificati come estremamente infiammabili e contrassegnati dal simbolo «F+» e
dall'indicazione di pericolo «estremamente infiammabile» in funzione dei risultati delle prove di cui all'allegato
V. La frase indicante i rischi viene assegnata in base ai seguenti criteri:

R12 Altamente infiammabile

� sostanze e preparati liquidi che hanno un punto di infiammabilità inferiore a 0 °C e un punto di
ebollizione (o, nel caso di un intervallo di ebollizione, il punto iniziale di ebollizione) inferiore o
uguale a 35 °C,

� sostanze e preparati gassosi che a temperatura e pressione ambiente si infiammano a contatto con
l'aria.
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2.2.4. Facilmente infiammabile

Le sostanze e i preparati sono classificati come facilmente infiammabili e contrassegnati dal simbolo «F» e dal-
l'indicazione di pericolo «facilmente infiammabile» in funzione dei risultati delle prove contenute nell'allegato
V. Le frasi indicanti i rischi sono assegnate in base ai seguenti criteri:

R11 Facilmente infiammabile

� sostanze e preparati solidi che possono facilmente infiammarsi in seguito a un breve contatto con
una sorgente di ignizione e che continuano a bruciare o a consumarsi anche dopo l'allontanamento
da tale sorgente,

� sostanze e preparati liquidi il cui punto di infiammabilità è inferiore a 21 °C ma che non sono estre-
mamente infiammabili.

R15 A contatto con l'acqua libera gas altamente infiammabili

� sostanze e preparati che, a contatto con l'acqua o l'aria umida, sprigionano gas estremamente infiam-
mabili in quantità pericolose e almeno pari a 1 l/kg/h.

R17 Spontaneamente infiammabile all'aria

� sostanze e preparati che a contatto con l'aria, a temperatura ambiente e senza apporto di energia,
possono riscaldarsi e quindi infiammarsi.

2.2.5. Infiammabile

Le sostanze e i preparati sono classificati come infiammabili in base ai risultati delle prove di cui all'allegato V.
La frase indicante i rischi è assegnata tenendo conto dei seguenti criteri:

R10 Infiammabile

� sostanze e preparati liquidi il cui punto di infiammabilità è uguale o superiore a 21 °C e minore o
uguale a 55 °C.

Tuttavia, l'esperienza ha dimostrato che un preparato che ha un punto di infiammabilità maggiore o uguale a
21 °C e minore o uguale a 55 °C non deve essere classificato come infiammabile se non può in alcun modo
alimentare una combustione e nella misura in cui non sussiste motivo per temere di esporre a pericolo coloro
che manipolano i preparati in questione o altre persone.

2.2.6. Altre proprietà fisico-chimiche

Ulteriori frasi di indicazione dei rischi sono assegnate alle sostanze e ai preparati classificati in base ai principi
di cui ai punti da 2.2.1 a 2.2.5 (di cui sopra) o ai capitoli 3, 4 e 5 in appresso, conformemente ai seguenti cri-
teri (che si basano sulle esperienze raccolte durante l'elaborazione dell'allegato I).

R1 Esplosivo allo stato secco

Per le sostanze e i preparati immessi sul mercato in soluzione o in forma umida, ad esempio la nitrocellu-
losa con oltre il 12,6 % di azoto.

R4 Forma composti metallici esplosivi molto sensibili

Per sostanze e preparati che possono dare luogo alla formazione di derivati metallici esplosivi sensibili,
ad esempio l'acido picrico e l'acido stifnico.

R5 Pericolo di esplosione per riscaldamento

Per sostanze e preparati instabili al calore non classificati come esplosivi, ad esempio l'acido perclorico >
50 %.

R6 Esplosivo a contatto o senza contatto con l'aria

Per sostanze e preparati instabili, ad esempio l'acetilene.
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R7 Può provocare un incendio

Per sostanze e preparati reattivi, ad esempio il fluoro e l'idrosolfito di sodio.

R14 Reagisce violentemente con l'acqua

Per sostanze e preparati che reagiscono violentemente con l'acqua, ad esempio il cloruro di acetile, i
metalli alcalini e il tetracloruro di titanio.

R16 Pericolo di esplosione se mescolato con sostanze comburenti

Per sostanze e preparati che reagiscono in modo esplosivo in presenza di comburenti, ad esempio il
fosforo rosso.

R18 Durante l'uso può formare con aria miscele esplosive/infiammabili

Per preparati che non sono classificati come infiammabili in quanto tali, ma che contengono componenti
volatili infiammabili all'aria.

R19 Può formare perossidi esplosivi

Per sostanze e preparati che durante l'immagazzinamento possono dar luogo alla formazione di perossidi
esplosivi, ad esempio l'etere dietilico e l'1,4-diossano.

R30 Può divenire facilmente infiammabile durante l'uso

Per preparati non classificati come infiammabili in quanto tali ma che possono divenire infiammabili in
seguito alla perdita di componenti volatili non infiammabili.

R44 Rischio di esplosione per riscaldamento in ambiente confinato

Per sostanze e preparati che non sono classificati come esplosivi in base al punto 2.2.1, ma che presen-
tano nondimeno proprietà esplosive se riscaldati in un contenitore chiuso. Ad esempio, alcune sostanze
che esploderebbero se riscaldate in un fusto di acciaio ma che non presentano tali reazioni se riscaldate
in contenitori meno robusti.

Per ulteriori frasi concernenti i rischi, cfr. il punto 3.2.8.

3. CLASSIFICAZIONE IN BASE ALLE PROPRIETÀ TOSSICOLOGICHE

3.1. Introduzione

3.1.1. La classificazione si basa sugli effetti acuti ed a lungo termine delle sostanze e dei preparati, siano essi dovuti
ad un'unica esposizione o ad un'esposizione ripetuta o prolungata.

Inoltre, allorché si possa dimostrare mediante studi epidemiologici, studi di casi clinici scientificamente validi,
come specificato nel presente allegato, o sulla base dell'esperienza corroborata da dati statistici, quali la valuta-
zione dei dati forniti dai centri antiveleni o dei dati sulle malattie professionali, che gli effetti tossicologici sul-
l'uomo differiscono da quelli rilevati applicando i metodi di cui al punto 1.6 del presente allegato, la sostanza
o il preparato devono essere classificati in base ai loro effetti sull'uomo. Tuttavia sarebbe opportuno sconsi-
gliare la sperimentazione sull'uomo, cui comunque non può mai essere fatto ricorso al fine di confutare dati
positivi riscontrati negli animali.

Scopo della direttiva 86/609/CEE è la tutela degli animali utilizzati a fini sperimentali ed altri fini scientifici.
Per svariati criteri terminali (endpoints) nell'allegato V della presente direttiva figurano alcuni metodi convali-
dati di saggi in vitro che dovrebbero essere utilizzati laddove opportuno.

3.1.2. La classificazione delle sostanze deve essere eseguita sulla base dei dati sperimentali disponibili, in conformità
dei criteri elencati in appresso che prendono in considerazione l'entità dei suddetti effetti:

a) per la tossicità acuta (effetti letali ed irreversibili dopo un'unica esposizione) si applicano i criteri di cui ai
punti da 3.2.1 a 3.2.3;

b) per la tossicità subacuta, subcronica o cronica si applicano i criteri di cui ai punti da 3.2.2 a 3.2.4;
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c) per gli effetti corrosivi ed irritanti si applicano i criteri di cui ai punti 3.2.5 e 3.2.6;

d) per gli effetti di sensibilizzazione si applicano i criteri di cui al punto 3.2.7;

e) per gli effetti specifici sulla salute (effetti cancerogeni, mutageni e tossici per la riproduzione) si applicano
i criteri di cui al capitolo 4.

3.1.3. Nel caso dei preparati, la classificazione relativa ai pericoli per la salute viene eseguita:

a) sulla base di un metodo convenzionale di cui all'articolo 6 e all'allegato II della direttiva 1999/45/CE in
mancanza di dati sperimentali. In questo caso la classificazione si basa sui limiti di concentrazione specifi-
cati

� o nell'allegato I della presente direttiva,

� oppure nell'allegato II, parte B, della direttiva 1999/45/CE, qualora la sostanza o le sostanze non figu-
rino nell'allegato I della presente direttiva o vi figurino senza limiti di concentrazione.

b) Qualora invece siano disponibili dati sperimentali la classificazione si effettua in conformità dei criteri di
cui al punto 3.1.2, ad esclusione delle proprietà cancerogene, mutagene e tossiche per la riproduzione
previste al punto 3.1.2, lettera e), che devono essere valutate mediante uno dei metodi convenzionali di
cui all'articolo 6 e all'allegato II, parte A da 7 a 9 e parte B.6, della direttiva 1999/45/CE.

Nota: Fatti salvi i requisiti di cui alla direttiva 91/414/CEE, solo qualora il responsabile dell'immissione in
commercio sia in grado di dimostrare scientificamente che le proprietà tossicologiche del preparato non pos-
sono essere determinate correttamente mediante il metodo illustrato al punto 3.1.3, lettera a), né in base ai
risultati esistenti di saggi effettuati su animali, è ammesso il ricorso ai metodi di cui al punto 3.1.3, lettera b),
a condizione, tuttavia, che tali metodi siano giustificati ovvero espressamente autorizzati ai sensi dell'articolo
12 della direttiva 86/609/CEE.

Qualunque sia il metodo utilizzato per valutare la pericolosità di un preparato, è necessario prendere in consi-
derazione tutti gli effetti nocivi per la salute definiti nell'allegato II, parte B, della direttiva 1999/45/CE.

3.1.4. Quando la classificazione deve basarsi sui risultati sperimentali ottenuti con prove su animali, i risultati
dovrebbero essere validi anche per l'uomo, cioè le prove devono riprodurre in maniera adeguata i rischi per
l'uomo.

3.1.5. La tossicità acuta per via orale delle sostanze o dei preparati immessi sul mercato può essere determinata con
un metodo che consenta di valutare il valore LD50 oppure determinando la dose discriminante (metodo a dose
fissa), oppure determinando l'intervallo di esposizione quando è attesa la letalità (metodo della classe di tossi-
cità acuta).

3.1.5.1. La dose discriminante è quella che provoca tossicità evidente ma non la mortalità; essa deve corrispondere ad
uno dei quattro livelli di dose specificati nell'allegato V (5, 50, 500 o 2 000 mg per kg di peso corporeo).

Il concetto di «tossicità evidente» serve a designare la situazione sperimentale in cui gli effetti tossici dopo
esposizione alla sostanza in esame sono così gravi da provocare probabilmente mortalità a seguito di un'ulte-
riore esposizione alla dose sperimentale al livello immediatamente superiore.

I risultati delle prove ad una determinata dose in base al metodo a dose fissa possono essere i seguenti:

� sopravvivenza inferiore al 100 %,

� sopravvivenza del 100 % con tossicità evidente,

� sopravvivenza del 100 % in assenza di tossicità evidente.

Nei criteri di cui ai punti 3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3 è indicato soltanto il risultato di prova del saggio finale. La dose
2 000 mg/kg dovrebbe essere usata principalmente per ottenere informazioni sugli effetti tossici delle sostanze
a bassa tossicità acuta e che non sono classificate in base al criterio di tossicità acuta.

Il metodo a dose fissa richiede in alcuni casi l'effettuazione di prove a dosi superiori o inferiori se non sono
ancora state effettuate prove alla dose pertinente. Cfr. anche la tabella di valutazione nella sezione dedicata al
metodo di prova B.1 bis.

3.1.5.2. L'intervallo di esposizione potenzialmente letale è basato sull'osservazione della presenza o dell'assenza di mor-
talità correlata alla sostanza in base al metodo della classe di tossicità acuta. Per la prima prova si utilizza una
delle seguenti tre dosi fisse iniziali: 25, 200 o 2 000 mg per chilogrammo di peso corporeo.
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Il metodo della classe di tossicità acuta obbliga in alcuni casi ad effettuare prove a dosi superiori o inferiori se
non sono ancora state effettuate prove alla dose bersaglio voluta. Cfr. anche i diagrammi di flusso che illu-
strano la procedura delle prove nella sezione dedicata al metodo B.1 ter dell'allegato V.

3.2. Criteri per la classificazione, la scelta dei simboli, l'indicazione del pericolo e la scelta delle frasi indi-
canti i rischi

3.2.1. Molto tossico

Le sostanze e i preparati sono classificati come molto tossici e contrassegnati dal simbolo «T+» e dall'indica-
zione di pericolo «Molto tossico» sulla base dei criteri specificati qui di seguito.

Le frasi indicanti i rischi sono assegnate sulla base dei seguenti criteri:

R28 Molto tossico per ingestione

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 per via orale, ratto Ä 25 mg/kg,

� per via orale, ratto, 5 mg/kg: sopravvivenza inferiore al 100 % col metodo a dose fissa, o

� mortalità elevata a dosi Ä 25 mg/kg per via orale nel ratto, metodo della classe di tossicità acuta (per
l'interpretazione dei risultati del saggio cfr. i diagrammi di flusso nell'appendice 2 del metodo B.1 ter
di cui all'allegato V).

R27 Molto tossico a contatto con la pelle

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 per via cutanea, ratto o coniglio: Ä 50 mg/kg.

R26 Molto tossico per inalazione

Risultati sulla tossicità acuta:

� CL50 per inalazione, ratto, per aerosol o particelle: Ä 0,25 mg/litre/4h,

� CL50 per inalazione, ratto, per gas e vapori: Ä 0,5 mg/litre/4h.

R39 Pericolo di effetti irreversibili molto gravi

� Esistono valide indicazioni per ritenere che un'unica esposizione per via appropriata, in genere con
una dose compresa nell' intervallo summenzionato, possa bastare per provocare danni irreversibili,
diversi da quelli descritti nel capitolo 4.

Per indicare le modalità di somministrazione/esposizione, usare una delle combinazioni seguenti: R39/26,
R39/27, R39/28, R39/26/27, R39/26/28, R39/27/28, R39/26/27/28.

3.2.2. Tossico

Le sostanze e i preparati sono classificati come tossici e contrassegnati dal simbolo «T» e dall'indicazione di
pericolo «Tossico» conformemente ai criteri sottoindicati. Le frasi indicanti i rischi sono assegnate in base ai
seguenti criteri:

R25 Tossico per ingestione

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 per via orale, ratto: 25 < DL50 Ä 200 mg/kg,

� dose discriminante, per via orale, ratto, 5 mg/kg: sopravvivenza del 100 % con tossicità evidente, o

� mortalità elevata nell' intervallo di dose > 25 a Ä 200 mg/kg per via orale, ratto, metodo della classe
di tossicità acuta (per l'interpretazione dei risultati del saggio cfr. i diagrammi di flusso nell'appendice
2 del metodo B.1 ter di cui all'allegato V).

R24 Tossico a contatto con la pelle

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 per via cutanea, ratto o coniglio: 50 < DL50 Ä 400 mg/kg.
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R23 Tossico per inalazione

Risultati sulla tossicità acuta:

� CL50 per inalazione, ratto, per aerosol o particelle: 0,25 < CL50 Ä 1 mg/litre/4h,

� CL50 per inalazione, ratto, per gas e vapori: 0,5 < CL50 Ä 2 mg/litre/4h.

R39 Pericolo di effetti irreversibili molto gravi

� esistono valide indicazioni per ritenere che un'unica esposizione per via appropriata, in genere con
una dose compresa nel range summenzionato, possa bastare per provocare danni irreversibili, diversi
da quelli descritti nel capitolo 4.

Per indicare le modalità di somministrazione/esposizione, usare una delle combinazioni seguenti: R39/23,
R39/24, R39/25, R39/23/24, R39/23/25, R39/24/25, R39/23/24/25.

R48 Pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata

� gravi danni (evidenti disturbi funzionali o mutamenti morfologici che abbiano rilevanza sul piano
tossicologico) potrebbero essere causati da esposizioni ripetute o prolungate per via appropriata.

Le sostanze e i preparati sono classificati per lo meno come tossici qualora si osservino i suddetti effetti a
livelli di intensità di un ordine inferiore rispetto a quelli specificati al punto 3.2.3 per la frase R48 (ad
esempio di 10 volte).

Per indicare le modalità di somministrazione/esposizione, usare una delle combinazioni seguenti: R48/23,
R48/24, R48/25, R48/23/24, R48/23/25, R48/24/25, R48/23/24/25.

3.2.3. Nocivo

Le sostanze e i preparati sono classificati come nocivi e contrassegnati con il simbolo «Xn» e l'indicazione di
pericolo «Nocivo» conformemente ai criteri riportati qui di seguito; le frasi indicanti i rischi specifici sono asse-
gnate secondo i seguenti criteri:

R22 Nocivo per ingestione

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 per via orale, ratto: 200 < DL50 Ä 2 000 mg/kg,

� dose discriminante, via orale, ratto, 50 mg/kg: sopravvivenza del 100 % ma evidente tossicità,

� sopravvivenza inferiore al 100 % con 500 mg/kg, via orale, ratto col metodo della dose fissa. Cfr. la
tabella di valutazione del metodo di prova B.1 bis dell'allegato V, o

� mortalità elevata nel range di dose da > 200 to Ä 2 000 mg/kg per via orale, ratto, col metodo della
classe di tossicità acuta (per l'interpretazione dei risultati del saggio cfr. i diagrammi di flusso nell'ap-
pendice 2 del metodo B.1 ter di cui all'allegato V).

R21 Nocivo a contatto con la pelle

Risultati sulla tossicità acuta:

� DL50 via dermica, ratto o coniglio: 400 < DL50 Ä 2 000 mg/kg.

R20 Nocivo per inalazione

Risultati sulla tossicità acuta:

� CL50 per inalazione, ratto, per aerosol o particelle: 1 < CL50 Ä 5 mg/litre/4h,

� CL50 per inalazione, ratto, per gas o vapori: 2 < CL50 Ä 20 mg/litre/4h.

R65 Nocivo: può causare danni ai polmoni in caso di ingestione

Le sostanze e i preparati liquidi che presentano un rischio di aspirazione per l'uomo data la loro ridotta
viscosità:

a) Sostanze e preparati liquidi che contengono idrocarburi alifatici, aliciclici e aromatici in concentra-
zione totale pari o superiore al 10 % e che presentano
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� un tempo di scorrimento inferiore a 30 secondi in una vaschetta ISO di 3 mm, conformemente
alla norma ISO 2431 (ediz. aprile 1996/luglio 1999: Pitture e vernici � Determinazione del
tempo di scorrimento mediante vaschette), oppure

� una viscosità cinematica inferiore a 7 × 10¯6 m2/sec a 40 °C, misurata in un viscosimetro a
capillare calibrato in vetro conformemente alle norme ISO 3104/3105 (ISO 3104, ediz. 1994:
Prodotti petroliferi - Liquidi trasparenti e opachi � Determinazione della viscosità cinematica e
calcolo della viscosità dinamica; ISO 3105, ediz. 1994: Viscosimetri cinematici a capillare �
Specifiche e istruzioni sul funzionamento), oppure

� una viscosità cinematica inferiore a 7 × 10¯6 m2/sec a 40 °C, dedotta dalla misurazione della
viscosità di rotazione conformemente alla norma ISO 3219 (ediz. 1993: Materiali plastici �
Polimeri/resine in stato liquido o di emulsione o dispersione � Determinazione della viscosità
mediante viscosimetro a rotazione con gradiente di velocità definito).

Non occorre classificare le sostanze e i preparati conformi a questi criteri se la loro tensione superfi-
ciale media, misurata mediante tensiometro du Nuoy o con i metodi di cui all'allegato V, parte A.5, è
superiore a 33 mN/m a 25 °C.

b) Sostanze e preparati che presentano rischio di aspirazione per l'uomo in base all'esperienza pratica.

R68 Possibilità di effetti irreversibili

� Prove evidenti della possibilità di un danno irreversibile diverso dagli effetti di cui al capitolo 4, a
seguito di una singola esposizione per via appropriata, generalmente compresa nell'intervallo di dose
summenzionato.

Per indicare la via di somministrazione/esposizione, usare una delle seguenti combinazioni: R68/20,
R68/21, R68/22, R68/20/21, R68/20/22, R68/21/22, R68/20/21/22.

R48 Pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata

� Possibilità di gravi danni (evidenti disturbi funzionali o mutamenti morfologici di rilevanza tossicolo-
gica) in caso di esposizione ripetuta o prolungata per via appropriata.

Le sostanze e i preparati sono classificati almeno come nocivi quando si osservano questi effetti in corri-
spondenza di livelli nell'ordine di:

� per via orale, ratto Ä 50 mg/kg (peso corporeo)/giorno,

� per via cutanea, ratto o coniglio Ä 100 mg/kg (peso corporeo)/giorno,

� per inalazione, ratto Ä 0,25 mg/l, 6 ore/giorno.

Questi valori guida possono applicarsi direttamente qualora si osservino gravi lesioni nel corso di un saggio di
tossicità subcronica (90 giorni). Per l'interpretazione dei risultati di prove di tossicità subacuta (28 giorni), que-
sti valori devono essere aumentati di circa tre volte. I saggi di tossicità cronica (due anni) eventualmente dispo-
nibili devono essere valutati caso per caso. Se si dispone di risultati di studi di diversa durata, generalmente si
utilizzano quelli relativi allo studio di maggiore durata.

Per indicare la via di somministrazione/esposizione, usare una delle seguenti combinazioni: R48/20, R48/21,
R48/22, R48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

3.2.3.1. Osservazioni riguardanti le sostanze volatili

Per alcune sostanze ad alta concentrazione di vapore saturo possono essere disponibili dati che rivelino effetti
che suscitano preoccupazione. Tali sostanze possono anche non essere classificate in base ai criteri relativi agli
effetti sulla salute di cui al punto 3.2.3, né essere contemplate al punto 3.2.8. Tuttavia, in presenza di oppor-
tuni dati che dimostrino il possibile rischio legato alla manipolazione e all'uso normali di tali sostanze, può
essere necessaria la classificazione, caso per caso, per l'inserimento nell'allegato I.

3.2.4. Osservazioni concernenti l'impiego della frase R48

Questa frase di rischio è utilizzata per la gamma specifica di effetti biologici secondo le definizioni fornite in
appresso. Per l'applicazione di questa frase di rischio la definizione di gravi danni per la salute comprende il
morte, evidenti disturbi funzionali o mutamenti morfologici di rilevanza tossicologica, soprattutto qualora tali
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mutamenti siano irreversibili. È altresì importante prendere in considerazione non solo specifici mutamenti
gravi in un unico organo o sistema biologico, ma anche mutamenti generalizzati meno gravi in più organi, o
mutamenti gravi dello stato generale di salute.

Le indicazioni fornite in appresso servono da riferimento per valutare l'esistenza dei suddetti effetti.

1. Dati che determinano l'impiego della frase R48:

a) morte correlata a una sostanza;

b) i) gravi mutamenti funzionali nel sistema nervoso centrale o periferico, inclusa la vista, l'udito e
l'odorato, riscontrati tramite osservazioni cliniche o altri metodi adeguati (elettrofisiologia);

ii) gravi mutamenti funzionali in altri organi (ad es. i polmoni);

c) qualsiasi mutamento rilevante nei parametri clinici biochimici, ematologici e delle analisi delle urine
che indichi gravi disfunzioni organiche. I disturbi a livello ematologico sono particolarmente impor-
tanti qualora risulti evidente che questi siano dovuti ad una minore produzione di cellule ematiche
da parte del midollo osseo;

d) gravi danni organici riscontrati all'esame al microscopio a seguito di un'autopsia:

i) necrosi diffuse o gravi, formazione di fibrosi o di granulomi in organi vitali con capacità rigene-
rativa (ad esempio il fegato);

ii) gravi mutamenti morfologici potenzialmente reversibili, che indicano tuttavia un'evidente disfun-
zione organica (ad esempio una grave degenerazione grassa del fegato, una grave nefropatia
tubulare acuta nel rene, una gastrite ulcerosa); oppure

iii) prove di una estesa morte cellulare in organi vitali che non si rigenerano (ad esempio fibrosi del
miocardio o degenerazione di un nervo) o in popolazioni di cellule staminali (ad esempio aplasia
o ipoplasia del midollo osseo).

Le suddette evidenze sono generalmente ricavate da esperimenti su animali. Quando si valutano i dati
ricavati dall'esperienza pratica, è necessario prestare particolare attenzione ai livelli di esposizione.

2. Dati indicanti che la frase R48 non deve essere utilizzata.

L'impiego della suddetta frase di rischio è limitato ai casi di «gravi danni per la salute in caso di esposi-
zione prolungata». Sia nell'uomo, sia negli animali è possibile osservare un certo numero di effetti corre-
lati alle sostanze che non giustificano l'impiego della frase R48, ma che sono comunque rilevanti quando
si voglia determinare la dose sprovvista di effetti tossici (no effect level) per una sostanza chimica. Segue
un elenco di alterazioni e mutamenti ben documentati che, indipendentemente dalla loro rilevanza stati-
stica, normalmente non richiedono l'impiego della frase R48:

a) segni clinici osservabili o alterazioni dell'incremento ponderale e nell'assunzione di cibo o acqua che
possono avere una certa rilevanza tossicologica ma che, di per se stessi, non sono indice di «gravi
danni»;

b) piccoli mutamenti nei parametri clinici biochimici, ematologici e delle analisi delle urine, di dubbia o
minima importanza tossicologica;

c) mutamenti di peso degli organi senza segni di disfunzioni organiche;

d) risposte di adattamento (ad esempio migrazione di macrofagi nel polmone, ipertrofia epatica ed indu-
zione enzimatica, risposte iperplastiche alle sostanze irritanti); effetti locali sulla pelle dovuti all'appli-
cazione cutanea ripetuta di una sostanza, classificati più propriamente con la frase R38 «Irritante per
la pelle», oppure

e) casi in cui si sia dimostrato un meccanismo di tossicità specie-specifico (ad esempio tramite «vie
metaboliche specifiche»).

3.2.5. Corrosivo

Le sostanze ed i preparati sono classificati come corrosivi e contrassegnati dal simbolo «C» e dall'indicazione di
pericolo «Corrosivo» conformemente ai seguenti criteri:

� una sostanza o un preparato sono considerati corrosivi se, applicati sulla pelle sana ed intatta di un ani-
male, distruggono l'intero spessore del tessuto cutaneo in almeno un animale durante l'esecuzione del
saggio di irritazione cutanea di cui all'allegato V o durante una prova con un metodo diverso ma equiva-
lente,
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� la classificazione può basarsi sui risultati di saggi in vitro convalidati, ad esempio quelli indicati nell'alle-
gato V (B.40. Corrosione cutanea: saggio di resistenza elettrica transcutanea della pelle di ratto e saggio
del modello di cute umana),

� una sostanza o un preparato sono considerati corrosivi anche nel caso in cui si possa prevedere il risul-
tato, ad esempio in base a reazioni fortemente acide o alcaline rivelate, rispettivamente, da un pH Ä 2
oppure Å 11,5. Tuttavia, quando la classificazione è basata sui valori estremi del pH, è possibile tenere
conto anche della riserva acido-alcalina (1). Se tale riserva indica che la sostanza o il preparato in que-
stione potrebbe non essere corrosivo occorre procedere ad ulteriori analisi per ottenere dati a conferma,
di preferenza ricorrendo ad un adeguato saggio in vitro convalidato. La riserva acido-alcalina non basta
da sola per classificare sostanze o preparati come non corrosivi.

Le frasi di rischio sono assegnate conformemente ai seguenti criteri:

R35 Provoca gravi ustioni

� se, in caso di applicazione sulla pelle sana ed intatta di un animale, distrugge l'intero spessore del tes-
suto cutaneo dopo un'esposizione di non oltre 3 minuti o se questo risultato può essere previsto.

R34 Provoca ustioni

� se, in caso di applicazione sulla pelle sana ed intatta di un animale, distrugge l'intero spessore del tes-
suto cutaneo dopo un'esposizione di non oltre 4 ore o se tale risultato può essere previsto,

� idroperossidi organici, tranne se si hanno prove del contrario.

Note:

Se la classificazione si basa sui risultati di un saggio in vitro convalidato, si applica la frase R35 o R34 in fun-
zione della capacità del metodo di discriminare tra queste.

Se la classificazione si basa esclusivamente sui valori estremi del pH, si applica la frase R35.

3.2.6. Irritante

Le sostanze e i preparati sono classificati come irritanti e contrassegnati con il simbolo «Xi» e l'indicazione di
pericolo «Irritante» sulla base dei seguenti criteri.

3.2.6.1. Infiammazione della pelle

Le seguenti frasi di rischio sono assegnate in base ai criteri indicati:

R38 Irritante per la pelle

� Sostanze e preparati che provocano significativa infiammazione della pelle che persista per almeno
24 ore dopo un periodo massimo di esposizione di 4 ore in base a studi condotti su conigli con il
saggio di irritazione cutanea di cui all'allegato V.

L'infiammazione della pelle è significativa:

a) se la media dei valori di punteggio dell'eritema e dell'escara o della formazione di un edema, cal-
colata per tutti gli animali saggiati, è pari o superiore a 2, oppure

b) se, nello svolgimento del saggio di cui all'allegato V effettuato su tre animali, si osservi in almeno
due animali eritema ed escara o edema di valore medio pari o superiore a 2 calcolato per cia-
scun animale separatamente.

In ambedue i casi, tutti i risultati del conteggio per ciascuno dei tempi di rilevazione degli effetti (24,
48, 72 ore) vanno utilizzati per calcolare i rispettivi valori medi.

L'infiammazione della pelle è notevole anche quando persiste in almeno due animali al termine del
periodo di osservazione. Sono da prendere in considerazione effetti particolari quali iperplasia,
desquamazione, decolorazione, fissurazione, formazione di croste e alopecia.

(1) J. R. Young, M. J. How, A. P. Walker and W. M. H. Worth (1988), «Classification as corrosive or irritant to skin of preparations con-
taining acidic or alkaline substances, without testing on animals», Toxic. In Vitro 2(1), pp. 19-26.
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Possono essere disponibili anche i risultati di studi di esposizione non acuta su animali [cfr. osserva-
zioni su R48 al punto 2, lettera d]. Tali dati sono ritenuti significativi se gli effetti osservati sono
paragonabili a quelli appena descritti.

� Sostanze e preparati che provocano notevole infiammazione della pelle a seguito di contatto imme-
diato, prolungato o ripetuto, in base ad osservazioni pratiche effettuate sull'uomo.

� Perossidi organici, tranne nei casi in cui si ha la prova del contrario.

Parestesie:

Le parestesie osservate sull'uomo provocate dal contatto della pelle con antiparassitari piretroidi nell'uomo
non sono considerate alla stregua di effetti irritanti classificabili come Xi; R38. Per le sostanze di cui si sono
osservati simili effetti dovrebbe comunque essere utilizzata la frase S24.

3.2.6.2. Lesioni oculari

Le seguenti ulteriori frasi di rischio sono assegnate in base ai criteri indicati:

R36 Irritante per gli occhi

� Sostanze e preparati che se applicati sugli occhi dell'animale provocano entro 72 ore dall'esposizione
significative lesioni oculari che persistono per almeno 24 ore.

Le lesioni oculari sono significative se i risultati medi della prova di irritazione oculare di cui all'allegato
V corrispondono a uno dei seguenti valori:

� opacità della cornea pari o superiore a 2, ma inferiore a 3,

� lesione dell'iride pari o superiore a 1, ma non superiore a 1,5,

� arrossamento della congiuntiva pari o superiore a 2,5,

� edema della congiuntiva (chemosi) pari o superiore a 2,

o quando, nel caso in cui la prova dell'allegato V sia svolta su tre animali, le lesioni in due o più animali
presentano valori equivalenti a quelli sopra indicati, salvo nel caso della lesione dell'iride il cui valore
dovrebbe essere uguale o superiore a 1 ma inferiore a 2 e dell'arrossamento della congiuntiva il cui valore
dovrebbe essere uguale o superiore a 2,5.

In entrambi i casi tutti i risultati del conteggio per ciascuno dei tempi di rilevazione degli effetti (24, 48,
72 ore) vanno utilizzati per calcolare i rispettivi valori medi.

� Sostanze o preparati che provocano significative lesioni oculari verificate attraverso osservazioni pra-
tiche sull'uomo.

� Perossidi organici, tranne se si hanno prove del contrario.

R41 Rischio di gravi lesioni oculari

� Sostanze e preparati che se applicati nell'occhio dell'animale provocano entro 72 ore dall'esposizione
gravi lesioni oculari che persistono per almeno 24 ore.

Le lesioni oculari sono gravi se le medie dei valori della prova di irritazione oculare di cui all'allegato V
corrispondono a uno dei seguenti valori:

� opacità della cornea pari o superiore a 3,

� lesione dell'iride superiore a 1,5.

Lo stesso vale nel caso in cui la prova, eseguita su tre animali, produca lesioni in due o più animali con
uno dei seguenti valori:

� opacità della cornea pari o superiore a 3,

� lesione dell'iride pari a 2.

In entrambi i casi tutti i risultati del conteggio per ciascuno dei tempi di rilevazione degli effetti (24, 48,
72 ore) vanno utilizzati per calcolare i rispettivi valori medi.
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Le lesioni oculari sono anche gravi se persistono alla fine del tempo di osservazione.

Le lesioni oculari sono gravi anche quando la sostanza o il preparato provocano una colorazione irreversibile
dell'occhio.

� Sostanze e preparati che provocano gravi lesioni oculari, verificate attraverso osservazioni pratiche sul-
l'uomo.

Nota:

Se una sostanza o un preparato sono classificati come corrosivi e contrassegnati con R34 o R35, il rischio di
grave danno all'occhio va considerato implicito e R41 non figura sull'etichetta.

3.2.6.3. Irritazione delle vie respiratorie

La seguente frase di rischio è assegnata conformemente ai suddetti criteri:

R37 Irritante per le vie respiratorie

Sostanze e preparati che causano gravi irritazioni del sistema respiratorio, verificate attraverso:

� osservazioni pratiche sull'uomo

� reazioni positive negli esperimenti su animali.

Osservazioni concernenti l'impiego della frase R37:

Nell'interpretare le osservazioni pratiche sull'uomo occorre distinguere tra gli effetti che determinano l'uso
della frase R48 (cfr. il punto 3.2.4) e gli effetti che determinano l'applicazione della frase R37. Le condizioni
che normalmente determinano la classificazione con R37 sono reversibili e solitamente limitate alle vie respi-
ratorie superiori.

Risultati positivi ottenuti con prove adeguate su animali possono includere i dati ottenuti con una prova gene-
rale di tossicità, in particolare i dati istopatologici relativi all'apparato respiratorio. Per valutare l'irritazione
delle vie respiratorie si possono utilizzare i dati ottenuti provocate con la bradipnea.

3.2.7. Sensibilizzazione

3.2.7.1. Sensibilizzazione per inalazione

Le sostanze e i preparati sono classificati come sensibilizzanti e contrassegnati dal simbolo «Xn», dall'indica-
zione di pericolo «Nocivo» e dalla frase di rischio R42 secondo i seguenti criteri:

R42 Può provocare sensibilizzazione per inalazione

� se esistono prove che dimostrino che la sostanza o il preparato possono provocare una ipersensibilità
respiratoria specifica,

� se gli esperimenti sugli animali hanno dato risultati positivi, oppure

� se la sostanza è un isocianato, a meno che non sia stato provato che lo specifico isocianato in que-
stione non provochi un'ipersensibilità respiratoria.

Osservazioni concernenti l'impiego della frase R42:

Effetti sull'uomo

Le prove che la sostanza o il preparato può provocare un'ipersensibilità respiratoria specifica sono in
linea di massima basate sull'esperienza pratica sull'uomo. In queste condizioni l'asma viene considerata
come manifestazione dell'ipersensibilità, ma si tiene conto anche di altre reazioni come la rinite e l'alveo-
lite. La condizione osservata si deve presentare come una reazione allergica, tuttavia non è necessario
dimostrare la presenza di meccanismi immunologici.

Nell'esaminare i dati derivanti dall'esposizione umana alla sostanza o al preparato in questione, oltre ai
dati relativi ai casi specifici considerati, occorre tenere conto per decidere la classificazione, degli elementi
seguenti:

� il numero degli individui esposti,

� il grado di esposizione.
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I dati di cui sopra possono essere:

� la storia clinica e i dati ricavati da esami specifici della funzionalità polmonare in relazione a esposi-
zioni alla sostanza, confermati da altri dati, tra cui:

� l'analogia della struttura chimica con quella di altre sostanze che notoriamente causano un'iper-
sensibilità respiratoria,

� una prova immunologica in vivo (ad esempio, test cutaneo),

� una prova immunologica in vitro (ad esempio, analisi serologica),

� studi che evidenzino altri meccanismi specifici d'azione non immunologica, ad esempio una leg-
gera irritazione ricorrente o effetti indotti da un'azione farmacologica, oppure

� dati ottenuti nel corso di prove positive di provocazione sui bronchi svolte secondo orientamenti
comunemente accettati per la determinazione di una reazione specifica di ipersensibilità.

La storia clinica deve includere sia gli antecedenti medici che quelli professionali, al fine di determinare la
relazione tra l'esposizione ad una sostanza o preparato particolari e l'insorgere di un'ipersensibilità respi-
ratoria. Le informazioni di cui tenere conto vertono in particolare sui fattori di aggravamento sia nel pro-
prio domicilio che sul posto di lavoro, sulla comparsa e l'evoluzione della malattia e sugli antecedenti
familiari e medici del paziente esaminato. Negli antecedenti medici devono figurare anche eventuali altri
disturbi allergici o respiratori osservati sin dall'infanzia, nonché gli antecedenti legati al tabagismo.

I risultati delle prove positive di provocazione sui bronchi sono considerati riscontri sufficienti ai fini
della classificazione. Tuttavia, spesso nella pratica molti dei suddetti esami sono già stati effettuati.

Le sostanze che provocano sintomi di asma per irritazione solo nei soggetti che soffrono di iperreattività
dei bronchi non devono essere caratterizzate con la frase R42.

Studi sugli animali

Una sostanza o un preparato possono essere ritenuti potenzialmente in grado di provocare sensibilizza-
zione per inalazione nell'uomo sulla base, in particolare, dei seguenti dati:

� misurazione dell'IgE (per esempio nei topi), oppure

� reazioni specifiche del sistema polmonare nelle cavie.

3.2.7.2. Sensibilizzazione per contatto con la pelle

Le sostanze e i preparati sono classificati come sensibilizzanti e contrassegnati dal simbolo «Xi», dall'indica-
zione di pericolo «Irritante» e dalla frase di rischio R43, conformemente ai criteri seguenti:

R43 Può comportare una sensibilizzazione per contatto con la pelle

� se l'esperienza dimostra che la sostanza o il preparato possono provocare una sensibilizzazione per
contatto cutaneo in un numero significativo di persone, oppure

� se opportuni saggi su animali presentano risultati positivi.

Osservazioni concernenti l'impiego della frase R43:

Effetti sull'uomo

I seguenti dati (esperienza pratica) sono sufficienti per classificare una sostanza con la frase R43:

� risultati positivi di opportuni saggi cutanei, generalmente effettuati in più cliniche dermatologiche, o

� studi epidemiologici che dimostrino la comparsa di dermatiti allergiche da contatto causate dalla
sostanza o dal preparato in questione; i casi in cui buona parte degli individui esposti manifestano
sintomi caratteristici devono essere valutati con particolare attenzione, anche se il numero dei casi è
ridotto, o

� risultati positivi ottenuti nel corso di studi sperimentali sull'uomo (cfr. il punto 3.1.1).

I seguenti elementi sono sufficienti per classificare una sostanza con la frase R43 se sono corroborati da
ulteriori prove:

� episodi isolati di dermatite allergica da contatto, o

� studi epidemiologici in cui non sia stato possibile escludere con sufficiente certezza casualità, distor-
sioni dei dati o sintomi equivoci.
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Ad ulteriore sostegno possono essere in particolare:

� dati ottenuti nel corso di saggi sugli animali svolti secondo linee guida esistenti, con risultati non
conformi ai criteri illustrati nella sezione relativa alla sperimentazione animale, ma sufficientemente
vicini ai valori limite per essere considerati significativi, o

� dati ottenuti con metodi non normalizzati, o

� appropriate correlazioni struttura-attività.

Sperimentazione animale

Risultati di prove adeguate sugli animali:

� nel caso del metodo di prova di tipo adiuvante per la sensibilizzazione della cute di cui all'allegato V
o nel caso di altri metodi di prova di tipo adiuvante, una reazione di almeno il 30 % degli animali è
considerata positiva;

� per tutti gli altri metodi di prova, una reazione di almeno il 15 % degli animali è considerata posi-
tiva.

3.2.7.3. Orticaria immunologica da contatto

Determinate sostanze o preparati che rispondono ai criteri della frase R42 possono provocare anche orticaria
immunologica da contatto. In questo caso occorre segnalare anche le informazioni relative alle orticarie da
contatto avvalendosi delle opportune frasi S (generalmente le frasi S24 e S36/37) da inserire nella scheda dei
dati relativi alla sicurezza.

Per le sostanze o preparati che provocano orticarie immunologiche da contatto e che non rispondono ai criteri
corrispondenti alla frase R42, è opportuno prevedere la classificazione con la frase R43.

Non esistono modelli animali riconosciuti per individuare le sostanze che provocano orticarie da contatto. Per-
tanto, la classificazione si dovrà basare sui dati noti relativi all'uomo che saranno analoghi a quelli relativi alla
sensibilizzazione cutanea (R43).

3.2.8. Altre proprietà tossicologiche

Ulteriori frasi di rischio sono assegnate, conformemente ai seguenti criteri (basati sulle esperienze acquisite in
fase di compilazione dell'allegato I), a sostanze e preparati classificati in base ai principi di cui ai punti da 2.2.1
a 3.2.7 e/o ai capitoli 4 e 5:

R29 A contatto con l'acqua libera gas tossici

Sostanze e preparati che a contatto con acqua o aria umida, sprigionano gas molto tossici o tossici in
quantità potenzialmente pericolose, ad esempio fosfuro di alluminio e pentasolfuro di fosforo.

R31 A contatto con acidi libera gas tossici

Sostanze e preparati che reagiscono con acidi sprigionando gas tossici in quantità pericolose, ad esempio
ipoclorito di sodio, polisolfuro di bario. Per le sostanze di uso corrente sarebbe più opportuno l'uso della
frase S50 [non mescolare con � (da precisare da parte del fabbricante)].

R32 A contatto con acidi libera gas molto tossici

Sostanze e preparati che reagiscono con acidi sviluppando gas tossici in quantità pericolose, ad esempio
sali di acido cianidrico, azoturo di sodio. Per le sostanze di uso corrente sarebbe più appropriato l'uso
della frase S50 [non mescolare con � (da precisare da parte del fabbricante)].

R33 Pericolo di effetti cumulativi

Sostanze e preparati il cui accumulo nell'organismo umano può apparire preoccupante non di gravità tale
da giustificare l'uso della frase R 48.

Per le osservazioni sull'uso di queste frasi R si rimanda al punto 4.2.3.3 per le sostanze e all'allegato V,
parte A.3, della direttiva 1999/45/CE per i preparati.

R64 Possibile rischio per i bambini allattati al seno

Sostanze e preparati che sono assorbiti dalle donne che possono interferire con l'allattamento o che pos-
sono essere presenti (compresi i metaboliti) nel latte materno in quantità sufficienti da destare timori per
la salute di un bambino allattato al seno.
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Per le osservazioni sull'uso di questa frase R si rimanda al punto 4.2.3.3 per le sostanze e all'allegato V,
parte A.4, della direttiva 1999/45/CE per i preparati.

R66 L'esposizione ripetuta può provocare secchezza e screpolature della pelle

Sostanze e preparati da considerare con sospetto perché potrebbero provocare secchezza, esfoliazione o
screpolature della pelle, pur non corrispondendo ai criteri di classificazione R38, in base a:

� osservazioni pratiche dopo uso e manipolazione normali o

� prove evidenti circa gli effetti previsti riscontrati sulla pelle.

Cfr. anche i punti 1.6 e 1.7.

R67 L'inalazione dei vapori può provocare sonnolenza e vertigini

Sostanze volatili e preparati contenenti tali sostanze che provocano evidente depressione delle funzioni
del sistema nervoso centrale a seguito di inalazione e che non sono ancora classificate in termini di tossi-
cità acuta per inalazione (R20, R23, R26, R68/20, R39/23 o R39/26).

Possono essere utilizzati i seguenti riscontri:

a) Dati ottenuti con la sperimentazione animale che mostrino chiari segni di depressione del sistema
nervoso centrale, tra cui effetti narcotici, letargia, mancanza di coordinazione (inclusa la perdita del
riflesso di raddrizzamento) e atassia:

� a concentrazioni o con tempi di esposizione inferiori o pari a 20 mg/l/4h, oppure

� laddove il rapporto tra la concentrazione alla quale si produce l'effetto entro 4 ore e la concen-
trazione di vapore saturo (CVS) a 20 °C è Ä 1/10.

b) Osservazioni pratiche sull'uomo (ad esempio narcosi, sonnolenza, diminuzione dello stato di vigi-
lanza, perdita dei riflessi, mancanza di coordinazione, vertigini) debitamente documentate, a condi-
zioni di esposizione equivalenti agli effetti summenzionati riferiti alla sperimentazione animale.

Cfr. anche i punti 1.6 e 1.7.

Per ulteriori frasi di rischio cfr. il punto 2.2.6.

4. CLASSIFICAZIONE IN BASE AGLI EFFETTI SPECIFICI SULLA SALUTE UMANA

4.1. Introduzione

4.1.1. In questo capitolo è illustrata la procedura per la classificazione delle sostanze che possono presentare gli
effetti menzionati in seguito. Cfr. il punto 4.2.4 per i preparati.

4.1.2. Il fabbricante, distributore o importatore che disponga di informazioni secondo cui una sostanza dovrebbe
essere classificata ed etichettata in conformità ai criteri di cui ai punti 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3 è tenuto ad etichet-
tarla a titolo provvisorio conformemente ai suddetti criteri, in base ad una valutazione dei riscontri evidenti ad
opera di una persona competente.

4.1.3. Il fabbricante, distributore o importatore è tenuto a presentare il più rapidamente possibile allo Stato membro
nel quale la sostanza è immessa sul mercato un documento sintetico che contenga tutte le informazioni sull'ar-
gomento. A tale proposito le informazioni richieste riguardano in particolare tutti i dati pubblicati e non pub-
blicati necessari ai fini di una corretta classificazione della sostanza in questione sulla base delle sue proprietà
intrinseche, secondo le categorie di cui all'articolo 2, paragrafo 2 e i criteri del presente allegato. Il documento
di sintesi deve contenere una bibliografia con tutti i necessari riferimenti e può includere eventuali dati non
pubblicati.

4.1.4. Inoltre, il fabbricante, distributore o importatore in possesso di nuovi dati relativi alla classificazione e all'eti-
chettatura di una sostanza in conformità ai criteri di cui ai punti 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3 è tenuto a presentarli il
più rapidamente possibile allo Stato membro nel quale la sostanza è immessa sul mercato.
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4.1.5. Affinché la classificazione venga rapidamente armonizzata a livello comunitario in conformità alla procedura
di cui all'articolo 28 della presente direttiva, gli Stati membri che dispongono di informazioni, fornite dal fab-
bricante o da altri, che indichino l'opportunità di classificare una sostanza in una delle categorie anzidette,
devono immediatamente inviarle alla Commissione assieme ad una proposta di classificazione ed etichettatura.

La Commissione comunica agli altri Stati membri le proposte di classificazione e di etichettatura ad essa perve-
nute. Gli Stati membri possono rivolgersi alla Commissione per ottenere tutte le informazioni ricevute.

Qualsiasi Stato membro che abbia validi motivi per ritenere che le proposte di classificazione ed etichettatura
siano inadeguate in riferimento agli effetti cancerogeni, mutageni o di tossicità riproduttiva è tenuto a notifi-
carlo alla Commissione.

4.2. Criteri per la classificazione, l'indicazione del pericolo e la scelta delle frasi indicanti i rischi

4.2.1. Sostanze cancerogene

Ai fini della classificazione e dell'etichettatura e sulla base delle attuali conoscenze le sostanze cancerogene
sono suddivise in tre categorie:

Categoria 1

Sostanze note per gli effetti cancerogeni sull'uomo. Esistono prove sufficienti per stabilire un nesso causale tra
l'esposizione umana ad una sostanza e lo sviluppo di tumori.

Categoria 2

Sostanze che dovrebbero considerarsi cancerogene per l'uomo. Esistono elementi sufficienti per ritenere verosi-
mile che l'esposizione umana ad una simile sostanza possa provocare lo sviluppo di tumori, in generale sulla
base di:

� adeguati studi a lungo termine effettuati su animali,

� altre informazioni specifiche.

Categoria 3

Sostanze da considerare con sospetto per i possibili effetti cancerogeni sull'uomo, per le quali tuttavia le infor-
mazioni disponibili non sono sufficienti per procedere ad una valutazione soddisfacente. Esistono alcune prove
ottenute mediante adeguati studi sugli animali che non bastano tuttavia per classificare la sostanza nella cate-
goria 2.

4.2.1.1. Si usano i seguenti simboli e le seguenti frasi di rischio:

Categoria 1 e 2:

Alle sostanze classificate come cancerogene della categoria 1 o 2 sono attribuiti il simbolo «T» e la frase di
rischio

R45 Può provocare il cancro

Tuttavia, per le sostanze ed i preparati che presentino un rischio cancerogeno soltanto per inalazione, ad
esempio perché sotto forma di polveri, vapori o fumi (le altre vie di esposizione, ad esempio per ingestione o
a contatto con la pelle, non presentano alcun rischio cancerogeno), vanno utilizzati il simbolo «T» e la frase di
rischio specifici:

R49 Può provocare il cancro per inalazione

Categoria 3:

Alle sostanze classificate come cancerogene della categoria 3 sono attribuiti il simbolo «Xn» e la frase di
rischio

R40 Possibilità di effetti cancerogeni - prove insufficienti
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4.2.1.2. Osservazioni sulla classificazione delle sostanze cancerogene in categorie

Una sostanza viene inserita nella categoria 1 in base ai dati epidemiologici; la collocazione nelle categorie 2 e
3 si basa fondamentalmente sulla sperimentazione animale.

Per classificare una sostanza come cancerogena della categoria 2 è necessario disporre di risultati positivi in
due specie animali o di prove positive evidenti in una specie, nonché di altri elementi quali i dati sulla geno-
tossicità, gli studi metabolici o biochimici, l'induzione di tumori benigni, la relazione strutturale con altre
sostanze cancerogene note, o i dati derivanti da studi epidemiologici che indichino una relazione tra la
sostanza e l'insorgenza della malattia.

La categoria 3 comprende due sottocategorie:

a) Sostanze che sono state saggiate in modo sufficiente, ma per le quali l'evidenza cancerogena è inadeguata
per una classificazione in categoria 2 Si ritiene che ulteriori studi non possano fornire ulteriori informa-
zioni rilevanti ai fini della classificazione.

b) Sostanze che sono state saggiate in modo in sufficiente. I dati disponibili sono inadeguati, ma si rivelano
preoccupanti per l'uomo Tale classificazione è provvisoria in quanto occorrerebbero ulteriori esperimenti
per poter giungere a conclusioni definitive.

La distinzione tra le categorie 2 e 3 si fonda sulle informazioni elencate in appresso, che ridimensionano la
rilevanza dei tumori indotti per via sperimentale in vista di una possibile esposizione umana. Tali informa-
zioni, soprattutto se combinate tra loro, porterebbero nella maggior parte dei casi alla classificazione della
sostanza nella categoria 3, anche qualora vi sia stata una insorgenza di tumori negli animali.

� effetti cancerogeni solo in presenza di dosi molto elevate, superiori alla «dose massima tollerata». La dose
massima tollerata si caratterizza per effetti tossici che, sebbene non riducano ancora la durata della vita,
implicano tuttavia mutamenti fisici quali un rallentamento dell'incremento ponderale nell'ordine del 10 %
circa,

� comparsa di tumori, soprattutto a dosi elevate, solamente in determinati organi di alcune specie note per
la loro propensione allo sviluppo spontaneo di tumori,

� comparsa di tumori, solo nel punto di applicazione, con metodi di prova molto sensibili (ad esempio la
somministrazione intraperitoneale o sottocutanea di taluni composti attivi localmente), qualora il bersa-
glio specifico non sia rilevante per l'uomo,

� mancanza di genotossicità in prove a breve termine in vivo ed in vitro,

� esistenza di un meccanismo secondario di azione la cui soglia di attivazione è superiore ad una determi-
nata dose della sostanza (ad esempio, effetti ormonali sugli organi bersaglio o sui meccanismi di regola-
zione fisiologica, oppure stimolazione cronica della proliferazione cellulare),

� esistenza di un meccanismo di formazione tumorale specie-specifico (ad esempio determinato da partico-
lari cicli metabolici), che risulta irrilevante per l'uomo.

La distinzione tra le sostanze da inserire nella categoria 3 e quelle non classificabili in alcuna categoria si basa
su informazioni che escludono una eventuale pericolosità per l'uomo:

� una sostanza non dovrebbe essere classificata in alcuna delle categorie di cui sopra qualora il meccanismo
che determina l'insorgenza tumorale per via sperimentale sia chiaramente identificato e esistano prove
sufficienti che lo stesso processo tumorale non si può verificare nell'uomo,

� una sostanza non può essere classificata in alcuna categoria quando gli unici dati disponibili si riferiscono
a tumori epatici riscontrati in taluni ceppi di topi sensibili, senza ulteriori prove supplementari,

� è necessario prestare particolare attenzione ai casi in cui gli unici dati disponibili sono quelli relativi all'in-
sorgenza di neoplasmi in sedi e ceppi che presentano un elevato tasso di insorgenza tumorale spontanea.

4.2.2. Sostanze mutagene

4.2.2.1. Ai fini della classificazione e dell'etichettatura e sulla base delle attuali conoscenze queste sostanze sono suddi-
vise in tre categorie:
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Categoria 1

Sostanze di cui si conoscono gli effetti mutageni sull'uomo.

Esistono prove sufficienti per stabilire un nesso causale tra l'esposizione dell'uomo ad una sostanza e altera-
zioni genetiche ereditarie.

Categoria 2

Sostanze che dovrebbero essere considerate mutagene per l'uomo.

Esistono prove sufficienti per ritenere verosimile che l'esposizione dell'uomo alla sostanza possa provocare lo
sviluppo di alterazioni genetiche ereditarie, in generale sulla base di:

� adeguati studi su animali,

� altre informazioni rilevanti.

Categoria 3

Sostanze da considerare con sospetto per i loro possibili effetti mutageni. Esistono prove fornite da studi speci-
fici sugli effetti mutageni, che tuttavia non sono sufficienti per classificare la sostanza nella categoria 2.

4.2.2.2. Si usano i seguenti simboli e le seguenti frasi di rischio:

Categoria 1 e 2:

Alle sostanze classificate come mutagene della categoria 1 o 2 si applicano il simbolo «T» e la frase di rischio

R46 Può provocare alterazioni genetiche ereditarie

Categoria 3:

Alle sostanze classificate come mutagene della categoria 3 si applicano il simbolo «Xn» e la frase di rischio

R68 Possibilità di effetti irreversibili

4.2.2.3. Osservazioni sulla classificazione delle sostanze mutagene

Definizione dei termini:

Una mutazione è un'alterazione permanente di un tratto o della struttura del materiale genetico di un organi-
smo, che provoca un mutamento delle caratteristiche fenotipiche dell'organismo stesso e può riguardare un
unico gene, un gruppo di geni o un intero cromosoma. Gli effetti sui singoli geni possono dipendere da altera-
zioni di una sola base del DNA (mutazioni puntiformi) o da alterazioni o anche delezioni di sequenze più
ampie all'interno di un gene. Gli effetti sui cromosomi possono comportare alterazioni della struttura o del
numero cromosomico. Una mutazione nelle cellule germinali degli organismi a riproduzione sessuata può
essere trasmessa alla progenie. I mutageni sono agenti che aumentano la frequenza delle mutazioni.

È necessario sottolineare che le sostanze sono classificate come mutagene con particolare riferimento alle alte-
razioni genetiche ereditarie. Tuttavia, il tipo di risultati riscontri che determinano la classificazione delle
sostanze chimiche nella categoria 3, vale a dire «l'induzione di eventi rilevanti dal punto di vista genetico nelle
cellule somatiche», vengono generalmente considerati come indice di una possibile attività cancerogena.

Lo sviluppo delle metodologie relative alle prove di mutagenicità è in continua evoluzione. Per alcuni nuovi
saggi non esistono ancora protocolli o criteri di valutazione standardizzati. Per valutare i dati sulla mutageni-
cità è necessario prendere in considerazione la qualità dell'esecuzione dei saggi e il grado di validità del
metodo di prova utilizzato.

Categoria 1

Per collocare una sostanza nella categoria 1 è necessario disporre di risultati positivi derivati da studi epide-
miologici sulle mutazioni genetiche nell'uomo. Fino ad oggi nessuna sostanza è mai stata classificata come tale.
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È risaputo infatti che è estremamente difficile ottenere informazioni attendibili dagli studi sull'incidenza delle
mutazioni nella popolazione umana o sul possibile aumento della loro frequenza.

Categoria 2

Per collocare una sostanza nella categoria 2 è necessario disporre di risultati positivi ottenuti in prove che
dimostrino la presenza di a) effetti mutageni oppure b) altre interazioni cellulari relative alla mutagenicità nelle
cellule germinali di mammiferi in vivo oppure c) effetti mutageni sulle cellule somatiche di mammiferi in vivo,
unitamente a prove evidenti che la sostanza o un suo metabolita raggiungano le cellule germinali.

Per quanto concerne la collocazione di una sostanza nella categoria 2, attualmente si impiegano i metodi
seguenti:

2a) Prove di mutagenicità su cellule germinali in vivo:

� saggio di mutazione di un locus specifico,

� saggio di traslocazione ereditabile,

� saggio di mutazione letale dominante.

Le suddette prove dimostrano l'effettiva comparsa di mutazioni nella progenie o di alterazioni negli embrioni.

2b) Prove in vivo che dimostrino una rilevante interazione con le cellule germinali (di solito il DNA):

� saggio per le aberrazioni cromosomiche, rilevate tramite analisi citogeniche, inclusa l'aneuploidia,
causate da una segregazione anomala dei cromosomi,

� saggio dello scambio tra cromatidi fratelli (SCE),

� saggio della sintesi del DNA non programmata (UDS),

� saggio del legame (covalente) del mutageno con il DNA della cellula germinale,

� saggio per la rilevazione di altri tipi di alterazioni del DNA.

I suddetti saggi forniscono riscontri di natura più o meno indiretta. I risultati positivi conseguiti con questi
saggi devono in genere essere corroborati da risultati positivi ottenuti in saggi di mutagenicità su cellule soma-
tiche in vivo eseguiti su mammiferi o sull'uomo [cfr. categoria 3, soprattutto i metodi descritti al punto 3 a)].

2c) Prove in vivo che dimostrino gli effetti mutageni sulle cellule somatiche dei mammiferi [cfr. punto 3 a)],
unitamente a metodi tossico-cinetici o ad altre metodologie in grado di dimostrare che il composto o un
suo metabolita possono raggiungere le cellule germinali.

Per quanto concerne i punti 2 b) e 2 c), i risultati positivi derivati da saggi effettuati sull'ospite o la dimostra-
zione di effetti inequivocabili ottenuti nei saggi in vitro possono considerarsi come prove certe.

Categoria 3

Per collocare una sostanza nella categoria 3, è necessario ottenere risultati positivi da saggi che dimostrino a)
gli effetti mutageni o b) altre interazioni cellulari relative alla mutagenicità nelle cellule somatiche dei mammi-
feri in vivo. Soprattutto queste ultime sono normalmente confermate dai risultati positivi ottenuti in saggi di
mutagenicità in vitro.

Per quanto concerne gli effetti sulle cellule somatiche in vivo, attualmente si utilizzano i seguenti metodi:

3a) Saggio di mutagenicità sulle cellule somatiche in vivo:

� prova del micronucleo del midollo osseo o analisi della metafase,

� analisi della metafase dei linfociti periferici,

� spot test sul colore della pelliccia dei topi.
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3b) Saggio di interazione nel DNA delle cellule somatiche in vivo:

� saggio dello scambio tra cromatidi fratelli nelle cellule somatiche,

� saggio della sintesi del DNA non programmata nelle cellule somatiche,

� saggio per il legame (covalente) del mutageno con il DNA delle cellule somatiche,

� saggio delle alterazioni del DNA, ad esempio attraverso l'eluizione alcalina, nelle cellule somatiche.

Le sostanze che forniscono risultati positivi soltanto in una o più prove di mutagenicità in vitro in genere non
dovrebbero essere classificate; è tuttavia opportuno approfondire le ricerche mediante prove in vivo. In casi
eccezionali, ad esempio per sostanze che presentano risultati chiari in numerosi prove in vitro, ma per le quali
non esistono dati da prove in vivo e che presentano affinità con mutageni o cancerogeni noti, si può prendere
in considerazione la possibilità di classificarle nella categoria 3.

4.2.3. Sostanze tossiche per la riproduzione

4.2.3.1. Ai fini della classificazione e dell'etichettatura e sulla base delle attuali conoscenze queste sostanze sono suddi-
vise in 3 categorie:

Categoria 1

Sostanze che danneggiano la fertilità negli esseri umani

Esistono prove sufficienti per stabilire un nesso causale tra l'esposizione umana alla sostanza e un calo della
fertilità.

Sostanze con effetti tossici sullo sviluppo umano

Esistono prove sufficienti per stabilire un nesso causale tra l'esposizione umana alla sostanza e successivi effetti
tossici nel corso dello sviluppo della progenie.

Categoria 2

Sostanze che dovrebbero essere considerate in grado di danneggiare la fertilità negli esseri umani

Esistono prove evidenti per sospettare che l'esposizione umana alla sostanza possa incidere sulla fertilità sulla
base di:

� prove evidenti di danno della fertilità negli animali in assenza di effetti tossici, oppure elementi compro-
vanti danni della fertilità riscontrati a livelli di dose approssimativamente analoghi a quelli correlati ad
altri effetti tossici, ma che non ne rappresentano una conseguenza secondaria aspecifica,

� altri dati pertinenti.

Sostanze che dovrebbero essere considerate in grado di provocare effetti tossici sullo sviluppo umano

Esistono prove sufficienti per sospettare che l'esposizione umana alla sostanza possa dar luogo ad effetti tossici
per lo sviluppo, sulla base in genere di:

� risultati inequivocabili di adeguati studi su animali in cui gli effetti osservati comparivano in assenza di
segni di forte tossicità materna oppure a livelli di dose approssimativamente analoghi a quelli correlati ad
altri effetti tossici, pur non rappresentandone una conseguenza secondaria aspecifica,

� altri dati pertinenti.
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Categoria 3

Sostanze che potrebbero avere effetti sulla fertilità umana

In genere le sostanze si reputano tali sulla base di:

� risultati di adeguati studi su animali che forniscono prove sufficientemente valide da corroborare il forte
sospetto di danno della fertilità in assenza di altri effetti tossici, oppure elementi comprovanti danni della
fertilità riscontrati a livelli di dose approssimativamente analoghi a quelli correlati ad altri effetti tossici,
ma che non ne rappresentano una conseguenza secondaria aspecifica; tuttavia tali elementi comprovanti
sono insufficienti per classificare la sostanza nella categoria 2,

� altri dati pertinenti.

Sostanze che potrebbero produrre alterazioni negli esseri umani a causa dei loro probabili effetti tossici sullo sviluppo

In genere le sostanze si reputano tali sulla base di:

� risultati di adeguati studi su animali che forniscono prove sufficientemente valide da corroborare il forte
sospetto di tossicità sullo sviluppo in assenza di segni di forte tossicità materna a livelli di dose approssi-
mativamente analoghi a quelli correlati ad altri effetti tossici, ma che non ne rappresentano una conse-
guenza secondaria aspecifica; tuttavia i riscontri sono insufficienti per classificare la sostanza nella catego-
ria 2,

� altri dati pertinenti.

4.2.3.2. Si usano i seguenti simboli e le seguenti frasi di rischio specifiche:

Categoria 1:

Sostanze che danneggiano la fertilità negli esseri umani

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione della categoria 1 si applicano il simbolo «T» e la
frase di rischio

R60 Può ridurre la fertilità

Sostanze che hanno effetti tossici sullo sviluppo

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione appartenenti alla categoria 1 si applicano il sim-
bolo «T» e la frase di rischio

R61 Può danneggiare i bambini non ancora nati

Categoria 2:

Sostanze da considerare potenzialmente in grado di danneggiare la fertilità negli esseri umani

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione appartenenti alla categoria 2 si applicano il sim-
bolo «T» e la frase di rischio

R60 Può ridurre la fertilità

Sostanze da considerare potenzialmente in grado di provocare effetti tossici sullo sviluppo degli esseri umani

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione appartenenti alla categoria 2 si applicano il sim-
bolo «T» e la frase di rischio

R61 Può danneggiare i bambini non ancora nati

Categoria 3:

Sostanze che potrebbero avere effetti sulla fertilità umana

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione appartenenti alla categoria 3 si applicano il sim-
bolo «Xn» e la frase di rischio
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R62 Possibile rischio di ridotta fertilità

Sostanze che potrebbero produrre danni sugli esseri umani a causa dei loro probabili effetti tossici sullo svi-
luppo

Alle sostanze classificate come tossiche per la riproduzione della categoria 3 si applicano il simbolo «Xn» e la
frase di rischio

R63 Possibile rischio di danni ai bambini non ancora nati

4.2.3.3. Osservazioni sulla classificazione delle sostanze tossiche per la riproduzione

Per tossicità per il sistema riproduttivo si intende l'alterazione delle funzioni o della capacità di riproduzione
nell'uomo e nella donna e l'induzione di effetti nocivi non ereditari sulla progenie. Si propone una classifica-
zione in due rubriche principali: 1) effetti sulla fertilità maschile e femminile, 2) effetti tossici sullo sviluppo.

1. Effetti sulla fertilità maschile e femminile. Questi comprendono effetti avversi sulla libido, sul comporta-
mento sessuale, sulla spermatogenesi od ovogenesi, ovvero sull'attività ormonale o la risposta fisiologica
tali da interferire con la capacità di fecondazione, la fecondazione stessa o lo sviluppo dell'ovulo fecon-
dato fino al momento dell'impianto.

2. Effetti tossici sullo sviluppo. Nel senso più ampio del termine comprendono qualunque tipo di alterazione
del normale sviluppo, prima e dopo la nascita. Essi riguardano gli effetti indotti o manifestatisi in fase
prenatale, nonché quelli che si manifestano dopo la nascita, tra cui gli effetti embriotossici e fetotossici
quali riduzione del peso corporeo, ritardo nella crescita e nello sviluppo, tossicità organica, morte, aborto,
difetti strutturali (effetti teratogeni), difetti funzionali, difetti peri- e post-natali e ritardo postnatale nello
sviluppo psichico o fisico fino allo sviluppo puberale normale compreso.

La classificazione di sostanze chimiche come tossiche per la riproduzione si applica alle sostanze chimiche
con caratteristiche intrinseche o specifiche atte a produrre i suddetti effetti tossici. Le sostanze chimiche non
devono essere classificate come tossiche per la riproduzione se tali effetti si manifestano soltanto come una
conseguenza secondaria non specifica di altri effetti secondari. Le sostanze chimiche che causano maggiori
preoccupazioni sono quelle tossiche per la riproduzione a livelli di esposizione che non producono altri segni
di tossicità.

La collocazione di un composto nella categoria 1 per gli effetti che ha sulla fertilità e/o gli effetti tossici sullo
sviluppo avviene sulla base di dati epidemiologici. La classificazione nelle categorie 2 o 3 avviene principal-
mente sulla base dei risultati della sperimentazione animale. I dati di studi in vitro o di studi su uova di volatili
sono considerati come «prova corroborante» e solo in casi eccezionali portano alla classificazione in mancanza
di dati in vivo.

Analogamente a quanto avviene per la maggior parte degli altri tipi di effetti tossici, le sostanze a comprovata
tossicità per la riproduzione dovrebbero avere una soglia limite al di sotto della quale non si manifestano
effetti negativi. Anche se in studi su animali sono stati dimostrati effetti evidenti, la rilevanza per l'uomo non
è necessariamente certa a causa delle dosi somministrate: è il caso, ad esempio, degli effetti dimostrati soltanto
a dosi elevate oppure quando si riscontrano notevoli differenze tossicocinetiche o ancora quando le modalità
di somministrazione non sono adeguate. Per queste ed altre ragioni, può succedere che la sostanza o il prepa-
rato siano classificati nella categoria 3 o non vengano classificati del tutto.

Nell'allegato V della direttiva è illustrata una prova limite per le sostanze a bassa tossicità. Se un livello di dose
di almeno 1 000 mg/kg somministrata per via orale non produce effetti tossici per la riproduzione, si può rite-
nere che non occorrano ulteriori studi ad altri livelli di dose. Se i dati sono ricavati da studi effettuati con dosi
superiori alla dose limite di cui sopra, questi dati devono essere valutati insieme ad altri dati pertinenti. In cir-
costanze normali si ritiene che gli effetti osservati esclusivamente a dosi superiori alla dose limite non compor-
tino automaticamente la classificazione nella categoria «tossico per la riproduzione».

EFFETTI SULLA FERTILITÀ

Per poter classificare una sostanza nella categoria 2 «Diminuzione della fertilità» di norma devono sussistere
prove evidenti ottenute da prove condotti su una specie animale, corredate di dati di supporto relativi al mec-
canismo o al sito dell'azione o concernenti la relazione chimica con altri agenti noti per la loro azione inibito-
ria sulla fertilità, o ancora altri dati relativi all'uomo tali da suggerire la forte probabilità che tali effetti si pos-
sano manifestare anche nell'uomo. Qualora fossero disponibili solamente dati di studi condotti su un'unica
specie in assenza di ulteriori prove corroboranti pertinenti, può essere opportuna la classificazione nella cate-
goria 3.
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Poiché un'alterazione della fertilità può manifestarsi come fenomeno concomitante non specifico di una grave
tossicità diffusa oppure di una condizione di grave inanizione, la sostanza o il preparato possono essere classi-
ficati nella categoria 2 soltanto se esistono prove che dimostrino un certo grado di specificità della tossicità
per il sistema riproduttivo. Qualora si fosse dimostrato che l'alterazione della fertilità negli studi sugli animali
è essenzialmente dovuta all'impossibilità di un accoppiamento, per poter classificare la sostanza nella categoria
2 occorrono di norma dati sul meccanismo di azione onde stabilire se eventuali effetti negativi, ad esempio
un'alterazione dei meccanismi di secrezione ormonale, possano eventualmente verificarsi anche nell'uomo.

EFFETTI TOSSICI SULLO SVILUPPO

Per la classificazione nella categoria 2 occorrono prove precise di effetti negativi in studi correttamente effet-
tuati su una o più specie. Dato che gli effetti negativi durante la gestazione o nel periodo postnatale possono
essere una conseguenza secondaria di una tossicità materna, di un'alimentazione insufficiente o di una disidra-
tazione, di una condizione di stress della madre, dell'assenza di cure materne, di specifiche carenze dietetiche,
di un allevamento inadeguato, di infezioni intercorrenti ecc., è importante che gli effetti negativi siano stati
osservati in studi svolti correttamente e a livelli di dose non associati ad una grave tossicità materna. Sono
anche importanti le modalità di esposizione, in particolare l'iniezione di materiale irritante per via intraperito-
neale, che può provocare danni localizzati all'utero e al suo contenuto; i risultati di tali studi devono essere
interpretati con cautela, in genere senza portare di per sé ad una classificazione.

La classificazione nella categoria 3 si basa su criteri simili a quelli della categoria 2, con la differenza che si
applica ai casi in cui il disegno sperimentale presenta imperfezioni tali da rendere le conclusioni meno convin-
centi, oppure quando non sia possibile escludere che gli effetti sono dovuti a fattori non specifici, ad es. una
tossicità diffusa.

In generale la classificazione nella categoria 3 o la non classificazione è consentita nella fattispecie di casi in
cui gli unici effetti registrati corrispondano ad un leggero scarto dai normali valori dell'incidenza di difetti
spontanei, dalle proporzioni di varianti comuni quali si osservano negli esami dell'apparato scheletrico o dal
normale sviluppo post-natale.

Effetti durante l'allattamento

Le sostanze classificate come tossiche per la riproduzione e di cui si sospettano effetti negativi in caso di allat-
tamento al seno devono essere etichettate anche come R64 (cfr. i criteri al punto 3.2.8).

Ai fini della classificazione gli effetti tossici sulla progenie dovuti esclusivamente ad un'esposizione al latte
materno, oppure gli effetti tossici derivanti dall'esposizione diretta di bambini non sono considerati «tossici per
la riproduzione», a meno che non provochino un'alterazione del normale sviluppo della progenie.

Le sostanze che non sono classificate come tossiche per la riproduzione, ma che danno luogo a riserve perché
possono risultare tossiche se trasferite al lattante durante l'allattamento dovrebbero essere etichettate con R64
(cfr. i criteri al punto 3.2.8). Questa frase R può anche essere utilizzata per sostanze che incidono sulla quan-
tità o qualità del latte.

R64 è di norma assegnata in base a:

a) studi tossicocinetici che indicano la probabilità che la sostanza sia presente a livelli potenzialmente tossici
nel latte materno e/o

b) risultati di uno o due studi generazionali su animali che indicano la presenza di effetti negativi sulla pro-
genie a causa del passaggio nel latte e/o

c) evidenze sull'uomo che indicano un rischio per i lattanti durante il periodo di allattamento.

Le sostanze note per la loro tendenza all'accumulo nel corpo e che quindi possono essere rilasciate nel latte
durante l'allattamento possono essere etichettate con R33 e R64.
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4.2.4. Procedura per la classificazione dei preparati riguardante gli effetti specifici sulla salute.

Qualora un preparato contenga una o più delle sostanze classificate in base ai criteri descritti in precedenza,
deve essere classificato in conformità dei criteri di cui all'allegato II, parte A da 7 a 9 e parte B.6, della direttiva
1999/45/CE (i limiti di concentrazione figurano nell'allegato I della presente direttiva oppure nell'allegato II,
parte B.6, della direttiva 1999/45/CE qualora la sostanza o le sostanze in questione non figurino nell'allegato I
o vi figurino senza limiti di concentrazione).

5. CLASSIFICAZIONE IN BASE AGLI EFFETTI SULL'AMBIENTE

5.1. Introduzione

L'obiettivo principale della classificazione delle sostanze e dei preparati pericolosi per l'ambiente è di sensibiliz-
zare l'utilizzatore sui pericoli che tali sostanze e preparati presentano per gli ecosistemi. Sebbene i presenti cri-
teri si riferiscano sostanzialmente agli ecosistemi acquatici, è noto che talune sostanze possono danneggiare
anche, o soltanto, altri ecosistemi i cui costituenti possono comprendere la microflora e la microfauna del ter-
reno o anche i primati.

I criteri descritti in appresso derivano direttamente dai metodi di prova stabiliti nell'allegato V per quanto ivi
citati. I metodi di prova richiesti per il «fascicolo di base» di cui all'allegato VII sono limitati, pertanto le infor-
mazioni che forniscono possono risultare insufficienti per una classificazione adeguata, per la quale sarebbe
invece necessario disporre di ulteriori dati ricavati dal livello 1 (allegato VIII) o da altri studi equivalenti. Inol-
tre, le sostanze classificate possono essere oggetto di revisione alla luce di nuovi dati.

Ai fini della classificazione e dell'etichettatura e sulla base delle conoscenze attualmente disponibili, tali
sostanze e preparati sono suddivisi in due gruppi in base ai loro effetti acuti e/o a lungo termine sui sistemi
acquatici o ai loro effetti acuti e/o a lungo termine sui sistemi non acquatici.

5.1.1. La classificazione delle sostanze avviene di norma sulla base di dati sperimentali relativi alla tossicità acquatica
acuta, alla degradazione e al log Pow (o BCF se disponibile).

5.1.2. La classificazione dei preparati avviene di norma sulla base di uno dei metodi convenzionali di cui all'articolo
7 e all'allegato III, parti A e B, della direttiva 1999/45/CE. In tal caso la classificazione si basa sui limiti di con-
centrazione individuali indicati

� nell'allegato I della presente direttiva,

� oppure nell'allegato III, parte B, della direttiva 1999/45/CE qualora la o le sostanze non figurino nell'alle-
gato I della presente direttiva o vi figurino senza limiti di concentrazione specifici.

5.1.3. Generalmente i preparati sono classificati mediante un metodo convenzionale. Tuttavia, per determinare la tos-
sicità acquatica acuta può talvolta risultare più opportuno saggiare specificatamente il preparato in questione.
I risultati di tali prove possono modificare esclusivamente la classificazione relativa alla tossicità acquatica
acuta che sarebbe stata stabilita mediante un metodo convenzionale. Se i saggi specifici sono scelti dal respon-
sabile dell'immissione in commercio del preparato, è necessario verificare che siano conformi ai criteri di qua-
lità sui metodi di prova di cui alla parte C dell'allegato V della presente direttiva. Inoltre, i saggi devono essere
effettuati su tutti e tre i gruppi di specie in conformità dei criteri di cui al presente allegato (alghe, Daphnia e
pesci), salvo quando, a seguito del saggio condotto su una sola specie, al preparato in questione venga già
attribuita la classificazione di rischio più severa in riferimento alla tossicità acquatica acuta, oppure quando i
risultati di un saggio erano già disponibili prima dell'entrata in vigore della direttiva 1999/45/CE.

5.2. Criteri per la classificazione, l'indicazione del pericolo e la scelta delle frasi indicanti i rischi

I criteri di classificazione delle sostanze di cui alla sezione 5.2.1 valgono anche per i preparati solamente se
questi sono stati saggiati in conformità delle indicazioni di cui al punto 5.1.3.
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5.2.1. Ambiente acquatico

5.2.1.1. Le sostanze sono classificate come pericolose per l'ambiente e contrassegnate con il simbolo «N», l'opportuna
indicazione di pericolo e le frasi di rischio, in conformità dei seguenti criteri:

R50 Altamente tossico per gli organismi acquatici, e

R53 Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico

Tossicità acuta: CL50 a 96 ore (per i pesci) Ä 1 mg/l

oppure CE50 a 48 ore (per la
Daphnia)

Ä 1 mg/l

oppure CI50 a 72 ore (per le alghe) Ä 1 mg/l

e

� la sostanza non è facilmente degradabile oppure

� il log Pow (log del coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua) Å 3,0 (salvo quando il BCF determinato per
via sperimentale Ä 100)

R50 Altamente tossico per gli organismi acquatici

Tossicità acuta: CL50 a 96 ore (per i pesci) Ä 1 mg/l

oppure CE50 a 48 ore (per la
Daphnia)

Ä 1 mg/l

oppure 72CE50 a 72 ore (per le alghe) Ä 1 mg/l

R51 Tossico per gli organismi acquatici, e

R53 Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico

Tossicità acuta: CL50 a 96 ore (per i pesci) 1 mg/l < CL50 Ä 10 mg/l

oppure CE50 a 48 ore (per la
Daphnia)

1 mg/l < CE50 Ä 10 mg/l

oppure CI50 a 72 ore (per le alghe) 1 mg/l < CE50 Ä 10 mg/l

e

� la sostanza non è facilmente degradabile, oppure

� il log Pow Å 3,0 (salvo quando il BCF determinato per via sperimentale Ä 100)

5.2.1.2. Le sostanze sono classificate come pericolose per l'ambiente in conformità dei criteri descritti in appresso. Le
frasi indicanti i rischi sono attribuite anche sulla base dei seguenti criteri.

R52 Nocivo per gli organismi acquatici, e

R53 Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico

Tossicità acuta: CL50 a 96 ore (per i pesci) 10 mg/l < CL50 Ä 100 mg/l

oppure CE50 a 48 ore (per la
Daphnia)

10 mg/l < CE50 Ä 100 mg/l

oppure CI50 a 72 ore (per le alghe) 10 mg/l < CI50 Ä 100 mg/l
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e

la sostanza non è facilmente degradabile.

Questo criterio viene sempre applicato, a meno che non esistano ulteriori prove scientifiche relative alla degra-
dazione e/o alla tossicità che forniscano sufficienti garanzie che né la sostanza, né i prodotti derivanti dalla
sua degradazione costituiscano un pericolo potenziale a lungo termine e/o ad effetto non immediato per l'am-
biente acquatico. Tali ulteriori prove scientifiche dovrebbero normalmente basarsi sugli studi di cui al livello 1
(allegato VIII) o su studi di equivalente valore e possono comprendere tra l'altro:

i) un potenziale accertato di degradazione rapida nell'ambiente acquatico;

ii) in assenza di effetti tossici cronici ad una concentrazione di 1,0 mg/litro, ad esempio una concentrazione
di effetti non osservati superiore a 1,0 mg/litro determinata sulla base di uno studio prolungato di tossi-
cità sui pesci o sulla Daphnia.

R52 Nocivo per gli organismi acquatici

Sostanze che non rientrano nei criteri descritti in precedenza in questo capitolo ma che, in base a prove dispo-
nibili sulla loro tossicità, possono tuttavia presentare un pericolo per la struttura e/o il funzionamento degli
ecosistemi acquatici.

R53 Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico

Sostanze che non rientrano nei criteri descritti in precedenza in questo capitolo, ma che, in base a prove
disponibili concernenti la loro tossicità, persistenza, potenziale di accumulo, nonché destino e comportamento
ambientale presunto o osservato, possono tuttavia presentare un pericolo immediato, a lungo termine e/o
ritardato per la struttura e/o il funzionamento degli ecosistemi acquatici.

Per esempio, alle sostanze scarsamente solubili in acqua, vale a dire con una solubilità inferiore a 1 mg/l, si
applica il suddetto criterio se:

a) non sono facilmente degradabili; e

b) il log Pow Å 3,0 (salvo quando il BCF determinato per via sperimentale Ä 100).

Si applica il suddetto criterio a meno che non esistano ulteriori prove scientifiche relative alla degradazione
e/o alla tossicità tali da garantire che la sostanza e i prodotti derivanti dalla sua degradazione non costitui-
scono un pericolo potenziale a lungo termine e/o ad effetto ritardato per l'ambiente acquatico.

Tali prove scientifiche supplementari devono normalmente basarsi sugli studi di cui al livello 1 (allegato VIII)
o su studi di valore equivalente e possono comprendere tra l'altro:

i) un potenziale accertato di degradazione rapida nell'ambiente acquatico;

ii) l'assenza di effetti tossici cronici al limite di solubilità, ad esempio una concentrazione di effetti non
osservati superiore al limite di solubilità e determinato sulla base di uno studio di tossicità prolungato su
pesci o Daphnia.

5.2.1.3. Osservazioni sulla determinazione dell'IC50 per le alghe e la degradabilità

� Qualora si dimostri che, nel caso di sostanze fortemente colorate, la crescita algale è inibita soltanto a
seguito di una riduzione dell'intensità della luce, non si può utilizzare come base per la classificazione il
valore CI50 di 72h per le alghe.

� Le sostanze sono considerate facilmente degradabili se valgono i seguenti criteri:

a) Se negli studi di biodegradazione di 28 giorni si raggiungono i seguenti livelli di degradazione:

� nei saggi basati sul carbonio organico disciolto: 70 %,

� nei saggi basati sull'impoverimento dell'ossigeno o sulla formazione di anidride carbonica: 60 %
dei valori massimi teorici.

Questi livelli di biodegradazione devono essere raggiunti entro 10 giorni dall'inizio del processo di
degradazione, considerato come il momento in cui il 10 % della sostanza è stato degradato; oppure
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b) se nei casi in cui siano disponibili solo i dati relativi al COD e al BOD5, qualora il rapporto tra
BOD5 e COD sia maggiore o uguale a 0,5; oppure

c) se esistono altre prove scientifiche fondate a dimostrazione che la sostanza può essere degradata nel-
l'ambiente acquatico (in maniera biotica e/o abiotica) a un livello > 70 % entro 28 giorni.

5.2.2. Ambiente non acquatico

5.2.2.1. Le sostanze e i preparati sono classificati come pericolosi per l'ambiente e contrassegnati con il simbolo «N»,
l'opportuna indicazione di pericolo e le frasi di rischio, in conformità dei seguenti criteri:

R54 Tossico per la flora

R55 Tossico per la fauna

R56 Tossico per gli organismi del terreno

R57 Tossico per le api

R58 Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente

Sostanze e preparati che in base alle prove disponibili circa le loro proprietà, la persistenza, il potenziale di
bioaccumulo, nonché il destino e il comportamento ambientali presunti o osservati, possono presentare un
pericolo immediato, a lungo termine e/o con effetti ritardati per la struttura e/o il funzionamento degli ecosi-
stemi naturali, esclusi quelli descritti al punto 5.2.1. Criteri dettagliati saranno elaborati in seguito.

5.2.2.2. Le sostanze sono classificate come pericolose per l'ambiente e contrassegnate con il simbolo «N» ed eventual-
mente l'opportuna indicazione di pericolo; ad esse sono attribuite le frasi di rischio in conformità dei seguenti
criteri:

R59 Pericoloso per lo strato di ozono

Sostanze che in base a prove disponibili circa le loro proprietà e il destino e comportamento ambientali
presunti o osservati possono presentare un pericolo per la struttura e/o la funzionalità dello strato di
ozono della stratosfera, comprese le sostanze elencate nell'allegato I del regolamento (CE) n. 2037/2000
del Consiglio sulle sostanze che riducono lo strato di ozono (GU L 244 del 29.9.2000, pag. 1) e succes-
sive modifiche.

I preparati sono classificati sulla base di uno dei metodi convenzionali di cui all'articolo 7 e all'allegato III,
parti A e B, della direttiva 1999/45/CE.

6. SCELTA DELLE FRASI RELATIVE AI CONSIGLI DI PRUDENZA

6.1. Introduzione

Le frasi relative ai consigli di prudenza (frasi S) sono assegnate alle sostanze e ai preparati pericolosi in confor-
mità dei seguenti criteri generali. Per alcuni preparati, inoltre, sono obbligatori i consigli di prudenza descritti
nell'allegato V della direttiva 1999/45/CE.

Nel presente capitolo 6 per fabbricante si intende la persona responsabile dell'immissione sul mercato della
sostanza o del preparato.

6.2. Frasi relative ai consigli di prudenza per sostanze e preparati

S1 Conservare sotto chiave

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici, tossici e corrosivi.
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� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati se venduti al pubblico.

S2 Conservare fuori dalla portata dei bambini

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per tutte le sostanze e i preparati pericolosi venduti al pubblico, tranne per quelli
classificati come pericolosi per l'ambiente.

S3 Conservare in luogo fresco

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� altre sostanze e preparati pericolosi con punto di ebollizione Ä 40 °C.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici tranne se si usa la frase S47,

� raccomandata per altre sostanze e preparati pericolosi con punto di ebollizione Ä 40 °C.

S4 Conservare lontano da locali di abitazione

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici e tossici.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a sostanze e preparati molto tossici e tossici quando si intende integrare la
frase S13; ad esempio, quando sussiste un rischio di inalazione e la sostanza o il preparato deve
essere tenuto lontano dai locali di abitazione. Il consiglio non intende precludere un uso corretto
della sostanza o del preparato nei locali di abitazione.

S5 Conservare sotto � (liquido appropriato da indicarsi da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati solidi spontaneamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari, ad esempio sodio, potassio o fosforo bianco.

S6 Conservare sotto � (gas inerte da indicarsi da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati pericolosi che devono essere conservati in atmosfera inerte.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari, ad esempio alcuni composti metallo-organici.
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S7 Conservare il recipiente ben chiuso

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� sostanze e preparati che possono sprigionare gas molto tossici, tossici, nocivi o altamente
infiammabili,

� sostanze e preparati che a contatto con l'umidità emanano gas altamente infiammabili,

� solidi facilmente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata per gli altri campi d'applicazione di cui sopra.

S8 Conservare al riparo dall'umidità

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono reagire violentemente con l'acqua,

� sostanze e preparati che, a contatto con l'acqua, liberano gas altamente infiammabili,

� sostanze e preparati che, a contatto con l'acqua, liberano gas altamente tossici o tossici

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente ai campi d'applicazione sopra menzionati quando occorra rafforzare le
avvertenze fornite in particolare con le frasi R14, R15, e R29.

S9 Conservare il recipiente in luogo ben ventilato

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati volatili che possono emanare vapori altamente tossici, tossici o nocivi,

� liquidi altamente o facilmente infiammabili e gas altamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati volatili che possono emanare vapori altamente tossici,
tossici o nocivi,

� raccomandata per liquidi altamente o facilmente infiammabili o per gas altamente infiammabili.

S12 Non chiudere ermeticamente il recipiente

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che, attraverso l'emanazione di gas o vapori, possono far scoppiare il reci-
piente.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente ai casi particolari di cui sopra.

S13 Conservare lontano da alimenti, bevande e mangimi

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici e nocivi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando tali sostanze e preparati possono essere usati dal pubblico.
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S14 Conservare lontano da � (sostanze incompatibili da precisare da parte del produttore)

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici, cui in genere è limitata. Tuttavia, può essere utile in casi
eccezionali in cui l'incompatibilità può produrre un rischio particolare.

S15 Conservare lontano dal calore

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono decomporsi o che possono reagire spontaneamente sotto l'ef-
fetto del calore.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari, ad esempio monomeri, ma non utilizzata se sono già state
impiegate le frasi di rischio R2, R3 e/o R5.

S16 Conservare lontano da fiamme e scintille � Non fumare

� Campo d'applicazione:

� liquidi estremamente o facilmente infiammabili e gas estremamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati ma non è tuttavia necessaria se
sono già state utilizzate le frasi di rischio R2, R3 e/o R5.

S17 Tenere lontano da sostanze combustibili

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono formare miscele esplosive o spontaneamente infiammabili con
sostanze combustibili.

� Criteri d'impiego:

� da usare in casi particolari, ad esempio per dare maggior risalto alle frasi R8 e R9.

S18 Manipolare ed aprire il recipiente con cautela

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono produrre una sovrapressione nel recipiente,

� sostanze e preparati che possono formare perossidi esplosivi.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata ai casi sopra menzionati quando sussiste il rischio di lesioni oculari e/o
quando le sostanze e i preparati possono essere usati dal pubblico.

S20 Non mangiare né bere durante l'impiego

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici e corrosivi.
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� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari (ad esempio arsenico e composti a base di arsenico; fluoroa-
cetati) in particolare quando tali prodotti possono essere usati dal pubblico.

S21 Non fumare durante l'impiego

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che in caso di combustione sprigionano prodotti tossici.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari (ad esempio composti alogenati).

S22 Non respirare le polveri

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati solidi pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata la frase R42,

� raccomandata per le sostanze e i preparati di cui sopra che vengono forniti sotto forma di pol-
veri inalabili e per i quali non si conoscono i rischi per la salute a seguito di inalazione.

S23 Non respirare i gas/fumi/vapori/aerosoli [termine/i appropriato/i da precisare da parte del produttore]

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati liquidi o gassosi pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata la frase R42,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati da applicarsi a spruzzo. Inoltre, deve essere assegnata
anche la frase S38 o S51,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta
l'inalazione, non menzionati nelle frasi di rischio assegnate.

S24 Evitare il contatto con la pelle

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui è stata assegnata la frase R43 tranne se è stata anche
assegnata la frase S36,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta
un contatto con la pelle non menzionati nelle frasi di rischio da assegnare (ad esempio pareste-
sie). Tuttavia, può essere utilizzata per dare maggior risalto a tali frasi di rischio.

S25 Evitare il contatto con gli occhi

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi per la salute.
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� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta
un contatto con gli occhi non menzionati nelle frasi di rischio da usare. Tuttavia, può essere uti-
lizzata per dare maggior risalto a tali frasi di rischio,

� raccomandata per le sostanze di uso corrente cui sono state assegnate le frasi R34, R35, R36 o
R41.

S26 In caso di contatto con gli occhi, lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare il medico

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati corrosivi o irritanti.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati corrosivi e per quelli cui è già stata assegnata la frase R41,

� raccomandata per sostanze e preparati irritanti cui è già stata assegnata la frase R36.

S27 Togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici, tossici o corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati molto tossici di uso corrente cui è stata assegnata la frase
R27,

� raccomandata per le sostanze e i preparati molto tossici destinati ad usi industriali cui è stata
assegnata la frase R27. Non usare questa frase se è stata assegnata la frase S36,

� raccomandata per le sostanze e i preparati tossici cui è stata assegnata la frase R24 e per le
sostanze e i preparati corrosivi di uso corrente.

S28 In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente e abbondantemente con � (prodotti idonei indicati dal fab-
bricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici, tossici o corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati molto tossici,

� raccomandata per altre sostanze e preparati sopra menzionati, in particolare quando l'acqua non
rappresenta il fluido di lavaggio più appropriato,

� raccomandata per sostanze e preparati corrosivi di uso corrente.

S29 Non gettare i residui nelle fognature

� Campo d'applicazione:

� liquidi estremamente o facilmente infiammabili immiscibili con acqua,

� sostanze e preparati molto tossici e tossici,

� sostanze e preparati pericolosi per l'ambiente.

21.8.2001 L 225/299Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati pericolosi per l'ambiente, cui è stato attribuito il simbolo
«N» e di uso corrente, a meno che non espressamente destinati a tale uso,

� raccomandata per altre sostanze e preparati di cui sopra e di uso corrente, a meno che non
espressamente destinati a tale uso.

S30 Non versare acqua sul prodotto

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che reagiscono violentemente a contatto con l'acqua.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari (ad esempio acido solforico), può essere utilizzata, all'occor-
renza, per fornire le informazioni più chiare possibili, per dare maggiore risalto alla frase R14 o
in alternativa a R14.

S33 Evitare l'accumulo di cariche elettrostatiche

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati estremamente o facilmente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati destinati ad usi industriali che non assorbono l'umidità.
Praticamente, non è mai utilizzata per le sostanze e i preparati immessi sul mercato e messi
comunemente in vendita al pubblico.

S35 Non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati che necessitano di istruzioni particolari per garantirne
il corretto smaltimento.

S36 Usare indumenti protettivi adatti

� Campo d'applicazione:

� Perossidi organici,

� sostanze e preparati molto tossici, tossici o nocivi,

� sostanze e preparati corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati molto tossici e corrosivi,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui è stata assegnata la frase R21 o R24,

� obbligatoria per le sostanze cancerogene e quelle mutagene e tossiche per la riproduzione di cate-
goria 3, tranne se gli effetti sono prodotti soltanto mediante l'inalazione della sostanza o del pre-
parato.

� obbligatoria per perossidi organici,

� raccomandata per sostanze e preparati tossici se il valore dermale DL50 non è noto ma la
sostanza o il preparato potrebbero rivelarsi tossici a contatto con la pelle,

� raccomandata per sostanze e preparati usati nell'industria che possono provocare danni alla
salute in caso di esposizione prolungata.
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S37 Usare guanti adatti

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici, tossici, nocivi o corrosivi,

� perossidi organici

� sostanze e preparati irritanti per la pelle o che provocano sensibilizzazione a contatto con la
pelle.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati molto tossici e corrosivi,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R21, R24 o R43,

� obbligatoria per le sostanze cancerogene e quelle mutagene e tossiche per la riproduzione di cate-
goria 3, tranne se gli effetti si producono esclusivamente a seguito di inalazione,

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata per sostanze e preparati tossici se il valore dermico LD50 non è noto ma la
sostanza o il preparato potrebbero essere nocivi a contatto con la pelle,

� raccomandata per sostanze e preparati irritanti per la pelle.

S38 In caso di ventilazione insufficiente, usare un apparecchio respiratorio adatto

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici o tossici.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari che richiedono l'impiego di sostanze e preparati molto tossici
o tossici nell'industria o nell'agricoltura.

S39 Proteggersi gli occhi / la faccia

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� sostanze e preparati corrosivi, inclusi gli irritanti che generano il rischio di gravi lesioni oculari,

� sostanze e preparati molto tossici e tossici.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R34, R35 o R41,

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta
il contatto con gli occhi, non menzionati nelle frasi di rischio assegnate,

� limitata normalmente a casi eccezionali per sostanze e preparati molto tossici o tossici, quando
sussista un rischio di schizzi e tali sostanze e preparati possano essere facilmente assorbiti dalla
pelle.

S40 Per pulire il pavimento e gli oggetti contaminati da questo prodotto, usare � (da precisare da parte del produttore)

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.
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� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente alle sostanze e ai preparati pericolosi per i quali l'acqua non è considerata
un fluido di lavaggio appropriato (ad esempio se è necessario l'assorbimento con prodotti in pol-
vere, la dissoluzione con solventi, ecc.) e se è importante per motivi di salute e/o di sicurezza
riportare un'avvertenza sull'etichetta.

S41 In caso di incendio e/o esplosione non respirare i fumi

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati pericolosi che in fase di combustione sprigionano gas molto tossici o tos-
sici.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari.

S42 Durante le fumigazioni/polverizzazioni, usare un apposito apparecchio per la respirazione [termine(i) appropriato(i)
da precisare da parte del produttore]

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati destinati alle utilizzazioni summenzionate, ma che possono pregiudicare la
salute e la sicurezza dell'utilizzatore se non vengono adottate le dovute precauzioni.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari.

S43 In caso di incendio usare � (mezzi estinguenti idonei da indicarsi da parte del fabbricante. Se l'acqua aumenta il
rischio precisare «Non usare mai acqua»)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati estremamente infiammabili, facilmente infiammabili e infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati che, a contatto con acqua o con aria umida, sviluppano gas
estremamente infiammabili,

� raccomandata per sostanze e preparati estremamente infiammabili, facilmente infiammabili e
infiammabili, in particolare quando sono immiscibili con acqua.

S45 In caso di incidente o malessere consultare immediatamente il medico (possibilmente mostrandogli l'etichetta)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici,

� sostanze e preparati tossici e corrosivi,

� sostanze e preparati che provocano sensibilizzazione se inalati.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati di cui sopra.

S46 In caso di ingestione, consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o l'etichetta

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi diversi da quelli che sono molto tossici, tossici, corrosivi
o pericolosi per l'ambiente.
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� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per tutte le sostanze e i preparati sopra menzionati che possono essere usati dal pub-
blico, tranne se non vi sono motivi di ritenere pericolosa l'ingestione, in particolare da parte dei
bambini.

S47 Conservare a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che diventano instabili ad una certa temperatura.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari (ad esempio alcuni perossidi organici).

S48 Mantenere umido con � (mezzo appropriato da precisare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che, se lasciati essiccare, possono diventare molto sensibili a scintille, attrito
o agli urti.

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata a casi particolari, ad esempio la nitrocellulosa.

S49 Conservare soltanto nel recipiente originale

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati sensibili alla decomposizione catalitica.

� Criteri d'impiego:

� sostanze e preparati sensibili alla decomposizione catalitica, ad esempio alcuni perossidi organici.

S50 Non mescolare con � (da specificare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono reagire con il prodotto specificato sviluppando gas molto tos-
sici o tossici,

� perossidi organici.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati che possono essere usati dal pub-
blico, quando rappresenta un'alternativa migliore di R31 o R32,

� obbligatoria con alcuni perossidi che possono reagire violentemente con acceleratori o promotori.

S51 Usare soltanto in luogo ben ventilato

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che potrebbero o che sono destinati a produrre vapori, polveri, spruzzi,
fumi, nebbie, ecc. che generano rischi di inalazione o di incendio o di esplosione.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando l'uso della frase S38 non sarebbe appropriato; pertanto, è importante
quando tali sostanze e preparati possono essere usati dal pubblico.
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S52 Non utilizzare su grandi superfici in locali abitati

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati volatili, altamente tossici, tossici e nocivi che li contengono.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando la prolungata esposizione a queste sostanze e preparati può provocare
danni alla salute a seguito della loro volatilizzazione da ampie superfici trattate in ambienti
domestici o comunque in ambienti chiusi dove è possibile la presenza di persone.

S53 Evitare l'esposizione � procurarsi istruzioni speciali prima dell'uso

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che sono cancerogeni, mutageni e/o tossici per la riproduzione.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata almeno una delle
seguenti frasi: R45, R46, R49, R60 or R61.

S56 Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta per rifiuti pericolosi o speciali

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per tutte le sostanze e i preparati pericolosi che possono essere usati dal pubblico
che richiedono metodi speciali di smaltimento.

S57 Usare contenitori adeguati per evitare l'inquinamento ambientale

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati cui è stato attribuito il simbolo «N».

� Criteri d'impiego:

� di norma limitata alle sostanze e ai preparati non destinati alla vendita al pubblico.

S59 Richiedere informazioni al produttore o fornitore per il recupero/riciclaggio

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati pericolosi per lo strato di ozono,

� raccomandata per altre sostanze e preparati per cui si raccomanda il recupero o il riciclo.

S60 Questo materiale e il suo contenitore devono essere smaltiti come rifiuti pericolosi

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati che non possono essere usati dal pubblico, ai quali non è
stata attribuita la frase S35.
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S61 Non disperdere nell'ambiente. Riferirsi alle istruzioni speciali/schede informative in materia di sicurezza

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati pericolosi per l'ambiente.

� Criteri d'impiego:

� utilizzata normalmente per le sostanze e i preparati cui è stato attribuito il simbolo «N»,

� raccomandata per tutte le sostanze e i preparati classificati come pericolosi per l'ambiente che
non rientrano nel punto precedente.

S62 In caso di ingestione, non provocare il vomito: consultare immediatamente un medico e mostrargli il contenitore o
l'etichetta

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati classificati come nocivi e caratterizzati dalla frase R65 conformemente ai
criteri di cui al punto 3.2.3,

� non applicabile alle sostanze e ai preparati immessi in commercio in bombolette aerosol (o in
recipienti muniti di un dispositivo sigillato di nebulizzazione); cfr. sezioni 8 e 9.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati se venduti al pubblico o comunque di
uso corrente, salvo quando sono obbligatorie le frasi S45 o S46,

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati se usati nell'industria, salvo quando
sono obbligatorie le frasi S45 o S46.

S63 In caso di incidente per inalazione: portare il soggetto all'aria aperta e tenerlo a riposo

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati molto tossici e tossici (gas, vapori, particelle, liquidi volatili),

� substsostanze e preparati che provocano sensibilizzazione delle vie respiratorie.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R26, R23 o R24 e che
vengono correntemente utilizzati in maniera da poter essere accidentalmente inalati.

S64 In caso di ingestione, sciacquare la bocca con acqua (solamente se l'infortunato è cosciente)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati corrosivi o irritanti.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati di uso corrente e quando il tratta-
mento sopra indicato è possibile.

7. ETICHETTATURA

7.1. Dopo che una sostanza o un preparato sono stati classificati, l'etichetta da apporvi viene definita in conformità
delle disposizioni dell'articolo 23 della presente direttiva e dell'articolo 10 della direttiva 1999/45/CE, rispetti-
vamente, per le sostanze e i preparati. Il presente capitolo illustra come si definisce l'etichetta ed in particolare
serve da guida per la scelta delle frasi riguardanti i rischi e i consigli di prudenza più adeguate.

L'etichetta contiene le informazioni seguenti:

a) per i preparati: nome commerciale o designazione;

b) per le sostanze: nome della sostanza, per i preparati: nomi delle sostanze contenute nel preparato in con-
formità del disposto dell'articolo 10, paragrafo 2, punto 2.3, della direttiva 1999/45/CE;
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c) nome, indirizzo completo e numero di telefono del responsabile dell'immissione sul mercato della
sostanza o del preparato, a prescindere che si tratti del fabbricante, dell'importatore o del distributore;

d) simboli e indicazioni di pericolo;

e) frasi indicanti rischi specifici (frasi R);

f) frasi indicanti i consigli di prudenza (frasi S);

g) per le sostanze, il numero CE; inoltre, per le sostanze che figurano nell'allegato I anche la dicitura «eti-
chetta CE»;

h) per i preparati proposti o venduti liberamente al pubblico: quantità nominale del contenuto se non già
specificata altrove sulla confezione.

Nota:

A taluni preparati si applicano requisiti di etichettatura addizionali precisati nell'articolo 10, paragrafo 1,
punto 1.2, e nell'allegato V della direttiva 1999/45/CE, nonché nell'articolo 20 della direttiva 98/8/CE.

7.1.1. Scelta finale delle frasi di rischio e di prudenza

Anche se la scelta finale delle frasi di rischio e di prudenza più opportune è dettata soprattutto dall'esigenza di
fornire tutte le informazioni necessarie, è opportuno tenere conto anche della chiarezza e dell'impatto dell'eti-
chetta sul consumatore. Per salvaguardare la chiarezza, le informazioni necessarie devono essere espresse con
un numero minimo di frasi.

Per le sostanze irritanti, facilmente infiammabili, infiammabili e comburenti non è necessaria l'indicazione delle
frasi R e S se il contenuto dell'imballaggio non supera i 125 ml. Lo stesso dicasi per le sostanze nocive che, in
imballaggi di pari contenuto, non sono poste in vendita al pubblico.

Per i preparati il cui contenuto dell'imballaggio non supera 125 ml:

� se i preparati sono classificati come facilmente infiammabili, comburenti o irritanti, tranne quelli contras-
segnati con R41, oppure pericolosi per l'ambiente e contrassegnati con il simbolo «N», non è necessario
indicare le frasi R o S;

� se i preparati sono classificati come infiammabili o pericolosi per l'ambiente e non contrassegnati dal sim-
bolo «N», è necessario indicare le frasi R, ma non occorrono le frasi S.

7.1.2. Fatte salve le disposizioni dell'articolo 16, paragrafo 4, della direttiva 91/414/CEE e della direttiva 98/8/CE, sul-
l'imballaggio o sull'etichetta delle sostanze o dei preparati contemplati dalla presente direttiva o dalla direttiva
1999/45/CE non possono figurare indicazioni come «non tossico», «non nocivo», «non inquinante», «ecologico»
o qualsiasi altra dicitura atta a indicare il carattere non pericoloso o che possa portare come conseguenza a
sottovalutare i pericoli inerenti alla sostanza o al preparato in questione.

7.2. Denominazione chimica da indicare sull'etichetta

7.2.1. Per le sostanze elencate nell'allegato I l'etichetta deve indicare la denominazione delle sostanze sotto una delle
designazioni di cui all'allegato I.

Per le sostanze non ancora elencate nell'allegato I la denominazione è stabilita secondo una nomenclatura chi-
mica riconosciuta a livello internazionale, come definito al punto 1.4.

7.2.2. Per i preparati la scelta delle denominazioni che devono figurare sull'etichetta è basata sulle norme di cui all'ar-
ticolo 10, paragrafo 2, punto 2.3, della direttiva 1999/45/CE.

Nota:

Conformemente all'allegato V, parte B.9, della direttiva 1999/45/CE,

� la denominazione della sostanza sensibilizzante deve essere scelta conformemente al disposto del punto
7.2.1 del presente allegato,

� nel caso di preparati concentrati destinati all'industria profumiera:
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� la persona responsabile della loro immissione sul mercato può specificare semplicemente l'unica
sostanza sensibilizzante che ritiene essere la causa principale del pericolo di sensibilizzazione,

� nel caso di una sostanza naturale, la denominazione chimica può essere: «olio essenziale di �» o
«estratto di �», piuttosto che la denominazione dei componenti di tale olio essenziale o estratto.

7.3. Scelta dei simboli di pericolo

I simboli di pericolo e la dicitura delle indicazioni di pericolo devono essere conformi a quanto specificato nel-
l'allegato II. Il simbolo deve essere stampato in nero su fondo giallo-arancione.

7.3.1. Per le sostanze che figurano nell'allegato I, i simboli e le indicazioni di pericolo sono quelli indicati nell'alle-
gato.

7.3.2. Per le sostanze pericolose che non figurano ancora nell'allegato I e per i preparati i simboli e le indicazioni di
pericolo sono assegnati conformemente alle norme stabilite nel presente allegato.

Quando ad una sostanza o ad un preparato sono assegnati più simboli:

� l'obbligo di indicare il simbolo «E» rende i simboli «F+», «F» e «O» facoltativi,

� l'obbligo di indicare il simbolo «T+» o «T» rende i simboli «Xn», «Xi» e «C» facoltativi,

� l'obbligo di indicare il simbolo «C» rende i simboli «Xn» e «Xi» facoltativi,

� l'attribuzione del simbolo «Xn» rende il simbolo «Xi» facoltativo.

7.4. Scelta delle frasi di rischio

Le frasi R vanno formulate secondo le modalità dell'allegato III.

Usare ove possibile le combinazioni di frasi R di cui all'allegato III.

7.4.1. Per le sostanze che figurano nell'allegato I, le frasi R sono quelle indicate in allegato.

7.4.2. Per le sostanze che non figurano nell'allegato I, le frasi R sono scelte in base ai criteri e alle priorità seguenti:

a) in caso di effetti sulla salute:

i) devono figurare sull'etichetta le frasi R corrispondenti alla categoria di pericolo identificata da un
simbolo;

ii) devono figurare le frasi R corrispondenti ad altre categorie di pericolo che non sono identificate da
un simbolo conformemente all'articolo 23;

b) in caso di pericolo dovuto alle proprietà fisico-chimiche:

� devono figurare sull'etichetta le frasi R corrispondenti alla categoria di pericolo identificata da un
simbolo;

c) in caso di pericolo per l'ambiente:

� devono figurare sull'etichetta la o le frasi R corrispondenti alla categoria «pericoloso per l'ambiente».

7.4.3. Per i preparati, le frasi R sono scelte secondo i criteri e le priorità specificati qui di seguito:

a) in caso di pericolo per la salute:

i) frasi R corrispondenti alla categoria di pericolo identificata da un simbolo. In alcuni casi le frasi R
devono essere utilizzate in conformità delle tabelle di cui all'allegato II, parte B della direttiva
1999/45/CE. In particolare, le frasi R relative al/ai componente/i che hanno determinato l'attribu-
zione del preparato alla categoria di pericolo devono figurare sull'etichetta;
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ii) frasi R corrispondenti alle altre categorie di pericolo attribuite ai componenti ma che non sono con-
trassegnate da un simbolo conformemente all'articolo 10, paragrafo 2, punto 2.4, della direttiva
1999/45/CE;

b) in caso di pericolo dovuto alle proprietà fisico-chimiche:

� si applicano i criteri di cui al punto 7.4.3, lettera a), sebbene non occorra indicare le frasi «altamente
infiammabile» o «facilmente infiammabile» se queste ripetono la dicitura dell'indicazione di pericolo
utilizzata con il simbolo;

c) in caso di pericolo per l'ambiente:

i) devono figurare sull'etichetta la o le frasi R corrispondenti alla categoria «pericoloso per l'ambiente»;

ii) quando è stata attribuita la frase di rischio R50 assieme alla frase combinata R51/53 oppure R52/53
oppure alla frase semplice 53, si utilizza la frase combinata R50/53.

In linea generale, per i preparati sono sufficienti al massimo sei frasi R per descrivere i rischi. In particolare, le
frasi combinate elencate nell'allegato III sono considerate ciascuna come un'unica frase. Tuttavia, se il prepa-
rato rientra in più di una categoria di pericolo, le frasi standard devono comprendere tutti i rischi principali
connessi con il preparato. In alcuni casi potrebbero essere necessarie più di sei frasi R.

7.5. Consigli di prudenza

Il testo delle frasi S deve corrispondere a quello riportato nell'allegato IV.

Usare ove applicabile le frasi S combinate di cui all'allegato IV.

7.5.1. Per le sostanze che figurano nell'allegato I, le frasi S sono quelle indicate nell'allegato. Se non sono indicate
frasi S, il fabbricante o l'importatore possono includere qualsiasi frase S adeguata. Per le sostanze che non figu-
rano nell'allegato I e per i preparati il fabbricante deve includere le frasi S in conformità dei criteri di cui al
capitolo 6 del presente allegato.

7.5.2. Scelta dei consigli di prudenza

La scelta finale delle frasi relative ai consigli di prudenza deve tenere conto delle frasi di rischio riportate sulle
etichette e del previsto uso della sostanza o del preparato:

� in linea generale, sono sufficienti al massimo sei frasi S per formulare i consigli di prudenza più adeguati;
in particolare, le combinazioni di frasi elencate nell'allegato IV sono considerate come una sola frase,

� per le frasi S relative allo smaltimento si usa un'unica frase, salvo quando risulti evidente che lo smalti-
mento del materiale e dei relativi contenitori non comporta alcun pericolo per la salute umana o l'am-
biente; in particolare, è importante fornire indicazioni circa le modalità di smaltimento sicuro per le
sostanze e i preparati in vendita al pubblico,

� alcune frasi R diventano superflue operando un'attenta selezione delle frasi S e viceversa; le frasi S che
chiaramente corrispondono a frasi R devono figurare sull'etichetta soltanto se si intende sottolineare una
determinata avvertenza,

� nella scelta dei consigli di prudenza occorre prestare particolare attenzione alle previste condizioni di uso
di alcune sostanze e preparati, ad esempio gli effetti dell'applicazione a spruzzo o di aerosol; le frasi
vanno scelte tenendo presente l'uso previsto,

� i consigli di prudenza S1, S2 e S45 sono obbligatori per tutte le sostanze e i preparati altamente tossici,
tossici e corrosivi in vendita al pubblico,

� i consigli di prudenza S2 e S46 sono obbligatori per tutte le altre sostanze pericolose e gli altri preparati
(eccetto quelli classificati come pericolosi soltanto per l'ambiente) in vendita al pubblico.

Qualora le frasi selezionate in base ai criteri rigorosi di cui al punto 6.2 risultassero ridondanti, ambigue o
chiaramente superflue rispetto allo specifico prodotto o all'imballaggio, se ne possono omettere alcune.
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7.6. Il numero CE

Se una sostanza indicata sull'etichetta è elencata nell'European Inventory of Existing Commercial Chemical Substan-
ces (Einecs) o nell'European List of Notified Substances (Elincs), il numero Einecs o Elincs della sostanza deve figu-
rare sull'etichetta. Questo requisito non si applica ai preparati.

7.7. Dimensioni dell'etichetta dei preparati

L'etichetta deve avere le seguenti dimensioni:

Capacità dell'imballaggio Dimensioni etichetta (in mm)

� sotto i 3 litri: possibilmente almeno 52 × 74

� oltre i 3 litri ma sotto i 50 litri: almeno 74 × 105

� oltre i 50 litri ma sotto i 500 litri: almeno 105 × 148

� oltre i 500 litri: almeno 148 × 210.

Ogni simbolo copre almeno un decimo della superficie dell'etichetta e non deve essere inferiore ad 1 cm2.
L'etichetta è attaccata saldamente ad una o più superfici dell'imballaggio immediatamente a contatto con il pre-
parato.

Le informazioni obbligatorie si devono stagliare chiaramente dallo sfondo dell'etichetta e avere dimensioni e
spaziature tali da consentirne un'agevole lettura.

8. CASI PARTICOLARI: SOSTANZE

8.1. Bombole del gas trasportabili

Per le bombole mobili di gas, i requisiti di etichettatura sono ritenuti soddisfatti quando sono conformi agli
articoli 23 o 24, paragrafo 6, lettera b).

Tuttavia, in deroga all'articolo 24, paragrafi 1 e 2, per le bombole del gas con una capacità d'acqua pari o infe-
riore a 150 litri, è possibile usare una delle seguenti alternative:

� il formato e le dimensioni dell'etichetta possono seguire le prescrizioni della norma ISO: ISO/DP 7225
(ediz. 1994: Bombole per il gas � Etichettatura precauzionale),

� le informazioni di cui all'articolo 23, paragrafo 2, possono essere fornite su disco o un'etichetta durevoli
saldamente fissati alla bombola.

8.2. Bombole del gas per propano, butano o gas di petrolio liquefatto (GPL)

Queste sostanze sono classificate nell'allegato I. Anche se classificate in conformità dell'articolo 2, queste
sostanze non rappresentano un pericolo per la salute umana quando sono immesse in commercio in bombole
chiuse ricaricabili o in cartucce non ricaricabili ai sensi della norma EN 417 come gas combustibili che ven-
gono liberati unicamente in vista della loro combustione (EN 417, ediz. settembre 1992: Cartucce metalliche
non ricaricabili per gas di petrolio liquefatto, con o senza valvola, destinate ad apparecchiature portatili;
costruzione, ispezione, collaudo e marcatura).

Queste bombole o cartucce devono essere etichettate con gli opportuni simboli e frasi R e S riguardanti l'in-
fiammabilità. L'etichetta non deve necessariamente riportare informazioni concernenti gli effetti sulla salute
umana. Tuttavia, la persona responsabile dell'immissione in commercio della sostanza deve trasmettere all'uti-
lizzatore professionale le informazioni riguardanti gli effetti sulla salute umana che avrebbero dovuto figurare
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sull'etichetta secondo le modalità previste dall'articolo 27 della direttiva. Per il consumatore si devono trasmet-
tere informazioni tali da consentirgli di adottare tutte le misure necessarie per la tutela della salute e della sicu-
rezza, come previsto all'articolo 1, paragrafo 3, della direttiva 91/155/CEE, modificata dalla direttiva
93/112/CEE.

8.3. Metalli in forma massiva

Queste sostanze sono classificate nell'allegato I o devono essere classificate in conformità dell'articolo 6. Tutta-
via, talune di queste sostanze, anche se classificate in conformità dell'articolo 2, non rappresentano un pericolo
per la salute umana a seguito di inalazione, ingestione o contatto con la pelle né per l'ambiente acquatico nella
forma in cui vengono immesse in commercio. Tali sostanze non richiedono un'etichetta in conformità dell'arti-
colo 23. Tuttavia, la persona responsabile dell'immissione in commercio di un determinato metallo deve tra-
smettere all'utilizzatore tutte le informazioni che avrebbero dovuto figurare sull'etichetta nella forma prevista
all'articolo 27.

8.4. Sostanze classificate con la frase R65

Le sostanze classificate come nocive per la loro pericolosità in caso di aspirazione non devono necessaria-
mente essere etichettate come nocive con la frase R65 quando vengono immesse in commercio in contenitori
aerosol o in contenitori muniti di un dispositivo sigillato di nebulizzazione.

9. CASI PARTICOLARI: PREPARATI

9.1. Preparati gassosi (miscele di gas)

Per i preparati gassosi è necessario prendere in considerazione quanto segue:

� valutazione delle proprietà fisico-chimiche,

� valutazione dei rischi per la salute,

� valutazione dei rischi ambientali.

9.1.1. Valutazione delle proprietà fisico-chimiche

9.1.1.1. Infiammabilità

Le proprietà di infiammabilità di questi preparati sono determinate in conformità dell'articolo 5 della direttiva
1999/45/CE, secondo i metodi specificati nell'allegato V, parte A, della presente direttiva.

Tali preparati sono classificati sulla base dei risultati dei saggi eseguiti e dei criteri di cui all'allegato V, nonché
di quelli della guida concernente l'etichettatura.

In deroga a quanto sopra, tuttavia, nel caso in cui i preparati gassosi siano prodotti su commissione in quan-
tità ridotte, l'infiammabilità delle suddette miscele gassose può essere calcolata con il seguente metodo:

l'espressione della miscela gassosa

A1F1 + � + AiFi + � AnFn + B1I1 + � + BiIi + � BpIp

dove: Ai e Bi frazioni molari

Fi gas infiammabile

Ii gas inerte

n numero di gas infiammabili

p numero di gas inerti

può essere trasformata in modo che tutti gli Ii (gas inerti) siano espressi da un equivalente di azoto utilizzando
un coefficiente Ki e che il contenuto equivalente di gas infiammabile A¡i sia espresso come segue:

A¡i = Ai × (100 / (Ai + KiBi))
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Usando il valore del contenuto massimo di gas infiammabile che, unito all'azoto, forma un composto non
infiammabile nell'aria (Tci), si può ottenere la seguente espressione:

Ri A¡i / Tci Ä 1

La miscela di gas è infiammabile se il valore dell'espressione riportata in precedenza è superiore a 1. Il prepa-
rato è classificato come altamente infiammabile ed è assegnata la frase R12.

Coefficienti di equivalenza (Ki)

I valori dei coefficienti di equivalenza Ki tra i gas inerti e l'azoto e i valori relativi al contenuto massimo di gas
infiammabile (Tci) sono indicati nelle tabelle 1 e 2 della norma ISO 10156 ediz. del 15.12.1990 (nuova ediz.
1996: Gas e miscele di gas � Determinazione del potenziale di infiammabilità e di combustione ai fini della
scelta dei rubinetti a valvola).

Contenuto massimo di gas infiammabili (Tci)

Il valore del contenuto massimo di gas infiammabili (Tci) è indicato nella tabella 2 della norma ISO 10156
ediz. del 15.12.1990 (nuova ediz. 1996: Gas e miscele di gas � Determinazione del potenziale di infiammabi-
lità e di combustione ai fini della scelta dei rubinetti a valvola).

Quando il valore Tci di un gas infiammabile non figura nella norma di cui sopra, si utilizzerà il corrispondente
limite inferiore di esplosività (LEL). Se non esiste alcun valore LEL, il valore del Tci sarà fissato all'1 % del
volume.

Osservazioni

� l'espressione di cui sopra può essere utilizzata per consentire un'etichettatura appropriata dei preparati
gassosi, ma non va considerata come un metodo per sostituire la sperimentazione per determinare i para-
metri tecnici di sicurezza,

� la suddetta espressione inoltre non serve a determinare se una miscela contenente gas comburenti possa
essere preparata in modo sicuro. Infatti, quando si valuta l'infiammabilità, i gas comburenti non sono
presi in considerazione,

� l'espressione di cui sopra fornirà risultati attendibili soltanto se i gas infiammabili non hanno effetti gli
uni sugli altri per quanto concerne l'infiammabilità; è pertanto opportuno tenere conto di questo aspetto,
ad esempio con gli idrocarburi alogenati.

9.1.1.2. Proprietà comburenti

Considerato che l'allegato V della presente direttiva non fornisce un metodo per la determinazione delle pro-
prietà comburenti delle miscele gassose, tali proprietà vanno valutate utilizzando il metodo indicato qui di
seguito.

Il metodo si basa sul principio della comparazione del potenziale comburente dei gas in una miscela con il
potenziale comburente dell'ossigeno nell'aria. Le concentrazioni dei gas nella miscela sono espressi in percen-
tuale in volume.

La comburenza della miscela di gas è considerata uguale o superiore a quella dell'aria se si verifica la seguente
condizione:

Ri xiCi Å 21

dove: xi è la concentrazione di gas i in volume %,

Ci è il coefficiente di equivalenza dell'ossigeno.

In questo caso il preparato viene classificato come comburente e gli è attribuita la frase R8.

Coefficienti di equivalenza tra gas comburenti ed ossigeno
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In appresso sono riportati i coefficienti utilizzati nel calcolo della capacità comburente di taluni gas in una
miscela elencati al punto 5.2 della norma ISO 10156 ediz. del 15.12.1990 in relazione alla capacità combu-
rente dell'ossigeno nell'aria (nuova ediz. 1996: Gas e miscele di gas � Determinazione del potenziale di
infiammabilità e di combustione ai fini della scelta dei rubinetti a valvola).

O2 1

N2O 0,6

Se la norma di cui sopra non precisa un valore per il coefficiente Ci di un determinato gas, gli si attribuisce il
valore 40.

9.1.2. Etichettatura

Per i contenitori mobili di gas i requisiti di etichettatura sono rispettati quando sono conformi alle disposizioni
dell'articolo 11, paragrafo 6, lettera b), della direttiva 1999/45/CE.

Tuttavia, in deroga all'articolo 11, paragrafi 1 e 2, per le bombole del gas con una capacità inferiore o uguale
a 150 litri, la presentazione e le dimensioni dell'etichetta possono conformarsi ai requisiti della norma ISO
7225 (ediz. 1994: Bombole per il gas � Etichettatura precauzionale). In questo caso l'etichetta può riportare
la denominazione generica o quella industriale o commerciale del preparato, purché i componenti pericolosi
del preparato siano indicati sul corpo della bombola in maniera chiara ed indelebile.

Le informazioni di cui all'articolo 10 possono essere fornite su un disco o un'etichetta durevoli integrati al
recipiente.

9.2. Bombole del gas per preparati contenenti propano, butano o gas di petrolio liquefatto (GPL) odoriz-
zati

Il propano, il butano e il gas di petrolio liquefatto sono classificati nell'allegato I. Benché i preparati contenenti
queste sostanze siano classificati conformemente agli articoli 5, 6 e 7 della direttiva 1999/45/CE, essi non
costituiscono un pericolo per la salute umana quando vengono immessi in commercio come gas combustibili
liberati unicamente in vista della loro combustione, in bombole ricaricabili o in cartucce non ricaricabili con-
formi alla norma EN 417 (ediz. settembre 1992: Cartucce metalliche non ricaricabili per gas di petrolio lique-
fatto, con o senza valvola, destinate ad apparecchiature portatili; costruzione, ispezione, collaudo e marcatura).

Queste bombole o cartucce devono essere contrassegnate da un simbolo adeguato, nonché dalle frasi R e S
relative all'infiammabilità. Non è necessario riportare sull'etichetta le informazioni relative agli effetti sulla
salute umana. Tuttavia, le informazioni di questo tipo che avrebbero dovuto essere riportate sull'etichetta sono
trasmesse all'utente professionale dalla persona responsabile della commercializzazione della sostanza in base
alle modalità previste all'articolo 14 della direttiva 1999/45/CE. Al consumatore occorre fornire informazioni
tali da consentirgli di adottare i provvedimenti necessari per la tutela della salute e della sicurezza, come previ-
sto all'articolo 1, paragrafo 3, della direttiva 91/155/CEE.

9.3. Leghe, preparati contenenti polimeri e preparati contenenti elastomeri

I suddetti preparati vanno classificati in conformità degli articoli 5, 6 e 7 ed etichettati in conformità dell'arti-
colo 10 della direttiva 1999/45/CE.

Tuttavia, taluni di questi preparati, anche se classificati secondo gli articoli 6 e 7, non rappresentano un peri-
colo per la salute umana in caso di inalazione, ingestione o se messi a contatto con la pelle, né per l'ambiente
acquatico nella forma in cui vengono immessi in commercio. Tali preparati non richiedono un'etichetta in
conformità dell'articolo 10 o dell'allegato V, parte B.9; tuttavia, tutte le informazioni che sarebbero dovute
comparire sull'etichetta vanno trasmesse all'utilizzatore professionale tramite un sistema di informazione
secondo le modalità di cui all'articolo 14 della suddetta direttiva.
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9.4. Preparati caratterizzati dalla frase R65

I preparati classificati come nocivi per la loro pericolosità in caso di aspirazione non devono essere necessaria-
mente classificati come nocivi e caratterizzati con la frase R65 sull'etichetta se sono immessi in commercio in
bombolette aerosol o in recipienti muniti di un dispositivo sigillato di nebulizzazione.

9.5. Perossidi organici

I perossidi organici combinano le proprietà di una sostanza comburente e di una combustibile in un'unica
molecola: se un perossido organico si decompone, la parte comburente della molecola reagisce esotermica-
mente con la parte combustibile (soggetta a comburenza). Per le loro proprietà comburenti ai perossidi orga-
nici non si possono applicare i metodi esistenti indicati nell'allegato V.

Si deve usare il seguente metodo di calcolo basato sulla presenza di ossigeno attivo.

Il tenore di ossigeno disponibile (%) di un preparato a base di perossido organico è dato dalla formula:

16 × R (ni × ci/mi)

dove:

ni = numero di gruppi perossidici per molecola di perossido organico i

ci = concentrazione (massa %) del perossido organico i

mi = massa molecolare del perossido organico i.

9.6. Requisiti di etichettatura supplementari per taluni preparati

Ad alcuni preparati si applicano ulteriori requisiti di etichettatura specificati all'articolo 10, paragrafo 1, punto
1.2, e all'allegato V della direttiva 1999/45/CE, nonché all'articolo 20 della direttiva 98/8/CE.
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DICHIARAZIONE DELLA COMMISSIONE

Per quanto concerne il punto 4.1.5, in particolare l'ultimo paragrafo, la Commissione dichiara che, nel caso in cui
intenda ricorrere alla procedura di cui all'articolo 28, essa provvederà a consultare anzitutto gli esperti nominati dagli
Stati membri per la loro particolare competenza nei campi rispettivi della cancerogenesi, mutagenesi o tossicità ripro-
duttiva.

Questa consultazione avrà luogo nel quadro della procedura abituale di consultazione degli esperti nazionali e/o nel-
l'ambito dei comitati esistenti. Lo stesso avverrà nel caso di sostanze che già figurano nell'allegato I e che debbano
essere riclassificate in considerazione dei loro effetti cancerogeni, mutageni o di tossicità per la riproduzione.
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ALLEGATO 7A

Per gli intermedi ad esposizione limitata si applicano le disposizioni di cui al punto 7.
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ALLEGATO 7B

7. Insieme di prove ridotto per gli intermedi in quantità Å 1 tonnellata/anno

1. Definizioni

Fatte salve altre norme comunitarie si applicano le seguenti definizioni:

� «intermedio»: sostanza chimica prodotta e consumata o utilizzata solamente nei processi chimici per essere tra-
sformata in una o più sostanze chimiche,

� «emissione»: riguarda il rilascio di una sostanza da un sistema, ad esempio quando questo sistema viene
infranto. Per garantire un livello massimo di protezione dei lavoratori e dell'ambiente l'obiettivo primario deve
dunque essere la minimizzazione delle emissioni mediante misure severe di contenimento del processo chi-
mico,

� «esposizione»: riguarda ciò che succede ad una sostanza successivamente alla sua emissione, a prescindere che
essa sia emessa in un ambiente più vasto o che possa essere inalata o venire a contatto con la cute di un
addetto alla produzione. Qualora sia possibile prevedere il verificarsi di emissioni, è necessario applicare oppor-
tune tecniche per controllare rigorosamente l'esposizione, ferma restante la necessità di adottare il principio di
precauzione secondo cui le proprietà fisicochimiche, tossicologiche ed ecotossicologiche che non sono state
saggiate vengono comunque ritenute pericolose,

� «sistema integrato di ventilazione degli efflussi»: sistema di eliminazione degli efflussi a circuito chiuso utilizzato
in concomitanza di dispositivi di chiusura, barriere, alloggiamenti, contenitori, ecc. per contenere gli agenti chi-
mici all'interno dell'unità funzionale chiusa. Le aperture funzionali al processo chimico devono essere quanto
mai esigue. La forza di estrazione del sistema e le condutture dell'aria devono essere tali da garantire una sotto-
pressione sufficiente all'interno dell'unità di estrazione affinché tutti i gas, i vapori e/o le polveri siano captati
ed eliminati completamente. Il riflusso delle sostanze pericolose estratte verso l'area di lavoro deve essere impe-
dito. Ciò equivale ad impedire la fuoriuscita delle sostanze pericolose dall'unità funzionale chiusa e la loro
penetrazione nell'area di lavoro,

� «sistema altamente efficace di ventilazione degli efflussi»: sistema di ventilazione degli efflussi a circuito aperto
e semiaperto dimensionato in modo tale da garantire che gli agenti chimici rimangano all'interno dell'area di
captazione. Ciò significa che si può praticamente escludere la presenza di agenti chimici nell'atmosfera del
posto di lavoro,

� «sistema efficace di ventilazione degli efflussi»: sistema di ventilazione degli efflussi a circuito aperto e semia-
perto dimensionato in modo tale da garantire che gli agenti chimici rimangano all'interno dell'area di capta-
zione, ovvero che si possa ampiamente escludere la presenza di agenti chimici nell'atmosfera del posto di
lavoro, oppure si possa dimostrare che i valori limite non vengono superati,

� «altro sistema di ventilazione degli efflussi»: sistema di ventilazione degli efflussi a circuito aperto e semiaperto
dimensionato in modo tale da non consentire di escludere la presenza di agenti chimici nell'atmosfera del posto
di lavoro,

� «forme d'uso a bassa produzione di emissioni», per esempio

� imballaggio utilizzabile: la sostanza pericolosa, contenuta in un apposito imballaggio, viene inserita diretta-
mente nel sistema di reazione senza che tale imballaggio debba essere aperto,

� cambiamento della consistenza: la sostanza è utilizzata ad esempio in forma di pasta o granulato invece
che in forma di polvere,

� masterbatch (mescola madre): la sostanza pericolosa è contenuta in una matrice di materiale plastico che
impedisce il contatto diretto con la sostanza in questione. La matrice di per sé non è una sostanza perico-
losa, ma può però essere soggetta ad abrasione; pertanto non si può escludere in assoluto un rilascio della
sostanza pericolosa,

� «forme d'uso senza produzione di emissioni»: ad esempio masterbatch non soggetti ad abrasione, poiché la
matrice in materiale plastico è talmente resistente all'abrasione da impedire la fuoriuscita della sostanza perico-
losa,
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� «tecnicamente a tenuta stagna»: una sottounità è tale qualora durante le fasi di collaudo, monitoraggio o con-
trollo della tenuta del sistema non si individui alcuna perdita, ad esempio utilizzando agenti schiumogeni o
dispositivi di reperimento ed indicazione di perdite concepiti per l'uso specifico. I sistemi, i sottosistemi e gli
elementi funzionali sono tecnicamente a tenuta stagna se il tasso di perdita è < 0,00001 mbar/l/s¯1.

2. Richiesta di presentazione di un fascicolo tecnico recante un insieme di prove ridotto

Il notificante può chiedere all'autorità competente di autorizzarlo a presentare un fascicolo con un insieme di prove
ridotto (IPR) per gli intermedi. Tale IPR è composto da un minimo di dati sufficienti per effettuare una valutazione
preliminare del rischio di un intermedio destinato ad essere immesso in commercio. Sulla base dei risultati di tale
valutazione potrebbe risultare necessario svolgere ulteriori prove, in conformità dell'articolo 16, paragrafo 1.

3. Condizioni alle quali si applica l'insieme di prove ridotto

Il notificante deve dimostrare, a soddisfazione dell'autorità competente dello Stato membro in cui viene notificata la
sostanza, di aver rispettato le seguenti condizioni:

a) la sostanza è fabbricata, consumata o usata esclusivamente per un processo chimico. Sono esclusi i monomeri.
Durante il processo la sostanza si trasforma in molecole chimicamente diverse, comunque non polimeri;

b) la sostanza è utilizzata al massimo in due siti di utilizzo diversi. Ad esempio, può essere fabbricata da
un'azienda e quindi essere trasportata in una o due altre aziende per essere ulteriormente lavorata. Se tale
sostanza è destinata a transitare in più di due siti di utilizzo diversi, non sono più soddisfatte le condizioni di
applicazione di un IPR; pertanto occorre ampliare il fascicolo di informazioni e renderlo conforme al livello
adeguato;

c) la fornitura dell'intermedio all'azienda che lo utilizza per un'ulteriore lavorazione deve essere effettuata diretta-
mente dal notificante e non da un altro fornitore;

d) la sostanza deve essere scrupolosamente contenuta con mezzi tecnici durante il suo intero ciclo di vita, il quale
comprende la produzione, il trasporto, la purificazione, la pulitura e manutenzione, il campionamento, l'analisi,
il caricamento e lo scaricamento di attrezzature e contenitori, nonché lo smaltimento, la purificazione e lo
stoccaggio dei residui. In generale in un processo corretto tutti gli elementi funzionali dell'impianto, quali por-
tali di immissione, dispositivi di svuotamento, ecc. sarebbero o di tipo chiuso a tenuta stagna garantita oppure
di tipo chiuso con sistema integrato di ventilazione degli efflussi;

e) qualora sussista il rischio potenziale di un'esposizione, è necessario adottare tecniche procedurali e di controllo
che minimizzino l'emissione e la conseguente esposizione;

f) in sede di lavori di pulizia e manutenzione occorre adottare particolari procedure, tra cui la depurazione e il
lavaggio, prima di aprire il sistema o entrarvi;

g) le operazioni di trasporto devono essere conformi ai requisiti della direttiva 94/55/CE del Consiglio, e succes-
sive modifiche;

h) in caso di incidente e qualora vengano prodotti residui a seguito di operazioni di purificazione, pulitura o
manutenzione, è possibile che si verifichi un'esposizione dell'ambiente. In ogni caso occorre applicare tecniche
procedurali e/o di controllo per minimizzare le emissioni e le conseguenti esposizioni;

i) occorre predisporre un sistema di gestione che identifichi i ruoli dei singoli individui all'interno dell'organizza-
zione;

j) l'imballaggio della sostanza deve essere etichettato ai sensi dell'allegato VI della direttiva 67/548/CEE e marcato
anche con la frase seguente: «Attenzione � Questa sostanza non è stata ancora completamente saggiata»;

k) il notificante deve predisporre un sistema di assistenza al prodotto e controllare i siti di utilizzo (al massimo
due) per garantire la conformità alle condizioni elencate in precedenza.
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4. Fascicolo tecnico da presentare per l'insieme di prove ridotto

Il notificante che richiede l'autorizzazione per un IPR in riferimento ad una determinata sostanza è tenuto a presen-
tare all'autorità competente un fascicolo tecnico contenente gli elementi elencati qui di seguito riferiti a ciascun sito
di produzione e di utilizzo previsto.

a) Una dichiarazione in base alla quale il notificante e ogni utilizzatore accettano le condizioni di cui al prece-
dente punto 3.

b) Una descrizione delle misure tecniche atte a garantire un contenimento scrupoloso della sostanza (1), comprese
le procedure riferite al carico, al campionamento, al trasferimento e alla pulizia. Non occorre fornire dettagli
circa l'integrità di ogni singola guarnizione o l'efficienza del sistema integrato di ventilazione degli efflussi. Tut-
tavia, a prescindere dai mezzi utilizzati per garantire un contenimento scrupoloso nel corso del processo, è
importante comunicare, se necessario, informazioni sufficienti da consentire la verifica della veridicità delle
dichiarazioni.

c) In caso di mancata conformità ai criteri di valutazione dei sistemi chiusi durante la manipolazione di sostanze
chimiche, specificati nella sezione 5 seguente, il notificante è tenuto a fornire dati sull'esposizione basati su dati
rappresentativi del monitoraggio e/o modelli di calcolo affidabili che consentano all'autorità competente di
prendere una decisione circa l'opportunità di accettare la richiesta di IPR oppure respingerla.

d) Una descrizione dettagliata dei processi che verranno effettuati nel corso della produzione e dell'uso in tutti i
siti. In particolare occorre dichiarare se i residui della produzione e/o della lavorazione vengono scaricati nelle
acque reflue e se i rifiuti liquidi o solidi vengono sottoposti ad incenerimento ed inoltre indicare le modalità di
pulizia e manutenzione di tutte le attrezzature.

e) Una valutazione dettagliata delle possibili emissioni ed esposizioni dell'uomo e dell'ambiente durante l'intero
ciclo di vita della sostanza, compresi dettagli sulle diverse reazioni chimiche che avvengono nel processo e le
modalità di trattamento dei residui. Qualora le emissioni possano comportare un'esposizione, occorre descri-
vere i mezzi con cui tali emissioni sono controllate, indicando dettagli sufficienti da consentire all'autorità com-
petente di decidere se accettare la dichiarazione o calcolare un tasso di emissione in base al documento di
orientamento tecnico dell'UE.

f) Occorre comunicare in anticipo eventuali cambiamenti che potrebbero interessare l'esposizione dell'uomo o
dell'ambiente, ad esempio qualunque cambiamento degli elementi funzionali dell'impianto, un nuovo utilizza-
tore o un nuovo sito.

g) Le seguenti informazioni sono obbligatorie per un IPR:

Quanto prescritto nell'allegato VII.B più i seguenti saggi descritti nel presente allegato:

� pressione del vapore (3.4),

� proprietà esplosive (3.11),

� temperatura di autoaccensione (3.12),

� proprietà comburenti (3.13),

� granulometria (3.15),

� tossicità acuta per la Daphnia (5.1.2).

Il notificante deve accludere altre informazioni pertinenti che consentano all'autorità competente di prendere
una decisione con cognizione di causa e all'utilizzatore di svolgere adeguati controlli nel sito di lavorazione
intermedia. Trattasi ad esempio di eventuali dati supplementari disponibili sulle caratteristiche fisicochimiche
e/o tossicologiche e/o informazioni sul comportamento nell'ambiente da accludere al fascicolo. Inoltre, il notifi-
cante deve analizzare i dati disponibili sulla tossicità ed ecotossicità di sostanze strutturalmente affini alla
sostanza notificata. Se sono disponibili dati importanti, in particolare sulla tossicità cronica e per il sistema
riproduttivo, nonché sulla cancerogenicità, occorre fornire anche una sintesi di tali informazioni.

h) Identità del notificante, del produttore e dell'utilizzatore o degli utilizzatori.

(1) Il tipo di costruzione e le relative specifiche tecniche (ad esempio in riferimento alla tenuta stagna) dell'elemento funzionale chiuso
determinano l'efficacia delle misure di contenimento. Per consentire all'autoritÈ competente di prendere una decisione a proposito
dell'efficacia misure di contenimento, il notificante è tenuto a precisare opportuni dettagli su questi aspetti. Le misure di carattere tec-
nico devono in genere rispettare le condizioni dei «Criteri per la valutazione dei sistemi chiusi durante la manipolazione di sostanze
chimiche» che figurano nella sezione 7.5 e nella tabella 1 del presente allegato. La conformità deve essere dichiarata dal notificante,
tuttavia non è necessario riferirsi ad ogni tipo di elemento funzionale chiuso nella descrizione delle misure tecniche. Eventuali diffe-
renze rispetto alle condizioni dei criteri summenzionati devono essere descritte in dettaglio e giustificate.
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5. Criteri per la valutazione dei sistemi chiusi durante la manipolazione di sostanze chimiche

5.1. Uso

Per valutare l'impianto si applica un apposito indice di valutazione, che consente di classificare le operazioni di
manipolazione della sostanza e il potenziale di esposizione correlato al processo. Il notificante esamina l'impianto o
l'unità dell'impianto per determinare l'indice di valutazione. Tale esame deve riguardare ogni singolo elemento fun-
zionale.

Un sistema è considerato chiuso se la valutazione complessiva di tutti gli elementi funzionali disponibili corri-
sponde ad un indice di valutazione pari a 0,5 e se vengono utilizzati esclusivamente elementi funzionali di tipo
chiuso a tenuta stagna garantita e/o se tali elementi sono provvisti di un sistema integrato di ventilazione degli
efflussi. È inoltre importante escludere qualsiasi possibilità di contatto diretto con la cute.

Nell'elenco di esempi di cui alla tabella 1 i principali elementi funzionali sono indicati mediante la cifra 0,5 eviden-
ziata in neretto.

Gli elementi funzionali semiaperti dotati di un sistema di ventilazione degli efflussi altamente efficace (indicato con
l'indice di valutazione 0,5 in caratteri tondi) non sono considerati sistemi chiusi ai sensi del presente allegato.

Gli elementi funzionali cui è stato assegnato l'indice di valutazione 1 non sono necessariamente e costantemente
conformi ai valori limite in misura sufficientemente certa. Trattasi dei seguenti elementi funzionali:

1 � tipo chiuso, tenuta stagna non garantita

1 � tipo semiaperto con un efficace sistema di ventilazione degli efflussi.

Gli elementi funzionali cui sono stati assegnati gli indici di valutazione 2 e 4 non sono necessariamente e costante-
mente conformi ai valori limite. Trattasi dei seguenti elementi funzionali:

2 � tipo semiaperto con aperture provviste di sistema di ventilazione semplice

2 � tipo aperto con sistema di ventilazione semplice

4 � tipo aperto o tipo semiaperto

4 � sistema di ventilazione naturale

Allo scopo di agevolare la classificazione degli elementi funzionali vengono indicati svariati esempi nella tabella 1.
Gli elementi funzionali che non figurano nell'elenco degli esempi possono essere classificati sulla base di conclu-
sioni tratte per analogia. L'impianto o un'unità dell'impianto sono dunque classificati utilizzando il valore dell'ele-
mento funzionale cui è stato attribuito l'indice di valutazione più alto.

5.2. Controllo

L'uso di questo criterio presuppone la stretta osservanza dei parametri del processo chimico e allo stesso tempo lo
svolgimento di opportuni controlli, come indicato nell'elenco degli esempi (cfr. ad esempio ispezione e manuten-
zione).

6. Applicazione di un insieme di prove ridotto

Qualora l'autorità competente accetti la richiesta del notificante di presentare un IPR, il fascicolo tecnico di cui
all'articolo 7 deve essere corredato delle informazioni sui saggi e/o gli studi specificati al precedente punto 7.4. Va
osservato che per le quantità inferiori ad 1 tonnellata/anno si applicano i normali requisiti di analisi di cui all'alle-
gato VIIB/VIIC.
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ALLEGATO 8A

Qualora, conformemente alle disposizioni dell'allegato VII.A sugli intermedi, l'autorità competente abbia autorizzato la
presentazione di un fascicolo con un insieme di prove ridotto relativamente ad una determinata sostanza chimica, i
requisiti della presente sezione sono ridotti secondo le modalità descritte qui di seguito.

� qualora la quantità della sostanza immessa in commercio raggiunga 10 tonnellate all'anno per fabbricante o qualora
la quantità complessiva della sostanza immessa in commercio raggiunga 50 tonnellate per fabbricante, l'autorità
competente impone l'obbligo di svolgere tutte le prove e gli studi specificati ai punti da 3 a 6 dell'allegato VII.A (ad
eccezione di quelli già effettuati); inoltre essa può richiedere le prove e gli studi relativi al livello 1 da effettuare
sugli organismi acquatici,

� qualora la quantità della sostanza immessa in commercio raggiunga 100 tonnellate all'anno per fabbricante o qua-
lora la quantità complessiva della sostanza immessa in commercio raggiunga 500 tonnellate per fabbricante, l'auto-
rità competente impone l'obbligo di effettuare saggi o studi del livello 1 relativi alla tossicità riproduttiva. L'autorità
competente può decidere che la classificazione della sostanza come intermedio cui applicare solamente un insieme
di prove ridotto rappresenti un valido motivo per ritenere inopportuno lo svolgimento di uno o più saggi/studi, ad
eccezione di quelli relativi alla tossicità riproduttiva.

ALLEGATO 8B

Qualora la quantità della sostanza immessa in commercio raggiunga 1 000 tonnellate all'anno per fabbricante o qualora
la quantità complessiva della sostanza immessa in commercio raggiunga 5 000 tonnellate per fabbricante, saggi addizio-
nali dei livelli 1 o 2 non sono normalmente richiesti. L'autorità competente dovrebbe comunque considerare la possibi-
lità di richiedere saggi addizionali inclusi quelli dei livelli 1 e 2 di questo allegato.
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	Sommario
	Direttiva 2001/59/CE della Commissione, del 6 agosto 2001, recante ventottesimo adeguamento al progresso tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative, regolamentari ed amministrative relative alla classificazione, all'imballaggio e all'etichettatura delle 
sostanze pericolose 

