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~ETODI TOSSICOLOGICI PER L'ALLEGATO V DELLA DIRETTIVA 

M.T. VAN DER VENNE 
Direzione Generale V della CEE, Luxe~bourg 

RIASSUNTO. -La Co"llmissione delle Comunità Europee ha par, 
tecipato fin dall'inizio ai lavori dell'OCSE sull'elabor~ 
zione dei metodi di tossicità a breve e lungo termine,che 
hanno condotto alle "linee-guida del l 'OCSE''. 

I metodi tossicolog!ci dell'Allegato v della 6A Mod! 
fica della direttiva sulle sostanze pericolose sono stati 
redatti da un gruppo di esperti nazionali. 

I metodi corrispondenti al dossier di base sono sta­
ti definiti ed approvati dagli Stati membri. 

Vengono ricordati alcuni dettagli significativi di 
questi metodi. 

L'i~missione sul mercato di nuove sostanze adeguata­
mente etichettate e classificate rappresenta una garanzia 
per evitare una dispersione incontrollata di sostanze eh~ 
flUr essendo utili per la qualità della vita, possono rap­
presentare un certo rischio per la salute o per l'a'!lbien­
te. La valutazione del rischio/beneficio è di competenza 
degli Stati ~embri. 

Per assicurare sia l 'assenza di ostacoli tecnici agli 
scambi che la protezione sanitaria della popolazione su -
scettibile di esposizione, è auspicabile che le vedute s~ 
no il più possibile armonizzate in questo campo, ed in 
particolare per i metodi tossi_cologici. 
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Questa esposizione si l!~ita a questo argo~ento. 

Dal 1976 la Co~~issione è i~pegnata nell'elaborazio­
ne delle linee direttrici per la valutazione di co~posti 
sottopostt a tests tossicologici, e nel l •organizzazione di. 
un Colloquio Internazionale tenutosi quest'anno a Lusse'll­
burgo su "The evaluation cf tox.J.culogical data far the 
pr-otection of public health'' (EU!ì: 5727). 

In altre organizzazioni internazionali quale l'OMS e 
il Consiglio d'Europa questi problemi erano ugualmente~ 
siderati. 

Più specificamente, nel quadro de!l'OCSE in cui la 
Commissione ha partecipato sin dall'inizio ai Gruppi di 
lavoro di tossicologia a breve e lungo termine, ed ha col 
laborato all'elaborazione delle linee direttrici per la 
tossicologia, la Com~issione ha trovato la sede che per -
mettesse gli scambi fra i vari Paesi che vi partecipano,e 
soprattutto gli Stati Uniti, il Giappone, in vista del r1 
conoscimento reciproco delle informazioni che permettere~ 
bero l'eliminaziona deg!1 ostacoli tecnici agli scambi, e 
tenuto conto dei tests effettuati, della valutazione de -
gli effetti sulla salute. 

La Commissione non desidera favorire l'uso indiscri­
minato dei tests sugli animali, ma, pur incoraggiando lo 
sviluppo dei testa in vitro o sostitutivi, occorre ricon2 
scere che alcuni tests non possono ancora essere sostitul 
ti. 

Tenuto conto di tutti questi elementi un Gruppo di 
esperti nazionali ha redatto i metodi tossicologici per 
l'Allegato V partendo dai principi delle linee direttrici 
dell 'OCSE. 

In tutti gli ambienti il dossier di base V stato ri­
conosciuto valido per la notifica delle nuove sostanze eh! 
miche e la valutazione dei pericoli per la salute umana. 

Tutti i metodo biologici hanno i loro limiti, tutta­
via le opere di riferimento pet la tossicologia, l'espe -
rienza acquisita da 4uesta scienza in evoluzione e gli 
effetti osservati sull'uomo hanno permesso dì confermare 
l'utilità dei tests che sono stati sviluppati nell'ambito 
della Commissione e ctell'OCSE. 

Val la pen1. ricor:1are i riiversi meto1i del dossier :h 
base: 

- tossicità acuta orale, cutanea, inala:oria ner dosa~gio 

l 
~ .. ;., ' 
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unico della sostanza da provare con, nella descrizione 
del metodo, un test limite che consentirebbe di trarre 
alcune conclusioni sullo svolgimento successivo dei tESta 
da effettuare. La direttiva prevede due vie di sommini­
strazione in cui una è quella orale, e la logica !~pone 
che per 1 gas e le sostanze volatili sia utilizzata la 
via inalatoria. Nel Metodo vengono indicati un numero~ 
dettagli sufficienti 'ad assicurare una armonizzazione 
nella procedura pur conservando la flessibilità necess~ 
ria. Tale flessibilità viene richiesta da tutti i tosa! 
cologi che effe±uano questo tipo di sperimentazione an! 
male,. La massima importanza viene accordata agli effet­
ti osservati e ad una adeguata e completa redazione del 
rapporto sul test effettuato;_ 

- tossicità orale, cutanea ed inalatoria per dosaggio ri­
petuto della sostanza per un periodo fissato di 28 gio~ 
ni. Gli effetti osservati in seguito a questa sommini -
strazione ripetuta forniscono informazioni utili quali 
il possibile accumulo della sostanza ed il suo ittetaboli­
smo allo stadio elementare; 

- l'irritazione cutanea ed oculare presenta un grande in­
teresse per il pericolo che rappresenta l'esposizione~ 
tanea nell'uomo e quella accidentale oculare di una nuo 
va sostanza ed è la baae per l'etichettatura di queste 
sostanze. 

La reazione di sensibilizzazione cutanea presenta u­
gualmente informazioni utili per l'esposizione della pop2 
!azione. 

Gli esperti nazionali hanno selezionato il "Test di 
'!lassirnizzazione su cavia" per la sua larga diffusione e 
le sue possibilità di dete~lnare le sostanze potenzia! -
'!lente sensibilizzanti per la pelle umana. 

I tests preliminari di mutagenesi sono stati scelti 
in funzione dell'esigenza del dossier di base, che preve­
de un test procariotico ed eucariotico con e senza attlv~ 
zione. Si tratta del test della Salmonella typhimurium e 
del test "in vitro" citogenetica. Altri tre tests redatti 
nel quadro dell'OCSE sono stati ugualmente adattati e re­
datti dagli esperti nazionali, e comprendono il test su 
E.coli, il test citogenetico "in vivo", il test del micro 
nucleo. 

L'Allegato VIII dovrà essere ulteriormente considera 
to ora che i tests relativi all'Allegato VII sono stati 
finalizzati. I principi indicati nelle linee direttrici 
1ell'OCSE, cosi come per l'Allegato VII, serviranno come 
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base per la redazione dei metodi. Si tratta principalmen­
te del test a 90 giorni, dello studio a lungo ter~ine,de! 
la cancerogenesi a lungo te~ine, dello studio sulla ri -
produzione, della teratogenesi, ecc. 

I tests ulteriori di mutagenesi dovranno essere de­
scritti come per il dossier di base e la loro sequenzial! 
tà dovrà essere considerata in funzione dei livelli 1 e 2. 

Concludo qui questa breve introduzione sugli aspetti 
generali dei metodi tossicologici dell'Allegato V. Vorrei 
approfittare di questa occasione per ringraziare gli ~C 
ti nazionali che hanno collaborato in maniera ammirevole 
alla redazione dei metodi tossicologici e che, con un la­
voro intenso e difficile, hanno permesso che questi meto­
di vengano approvati dagli Stati membri. 

Vi ringrazio per la vostra attenzione. 

l 
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PROPRI~A' FISICO-CHIMICHE 
' 

S. CAROLI, R. BINETTI, F. PETRUCCI 
Istituto Superiore di Sanità, Roma 

RIASSUNTO. - Quanto prescritto nell'Allegato VII della 6~ 
Modifica della Direttiva C.E.E. snlle sostanze pericolose 
in materia di caratterizzazioni fisico-chimiche costitui­
sce nel suo insieme uno strumento di notevole versa~ilità 
per poter stimare in via preliminare da un lato l'impatto 
e la distribuzione di nuovi prodotti chimici nell'ambien­
te, dall'altro i rischi di reazioni chimiche violente co~ 
nesse con la loro manipolazione. Nell'ambito del primo o~ 
biettivo rientrano il punto di fusione, il punto di ebol­
lizione, la densità relativa, la tensione di vapore, la 
tensione superficiale, l'idrosolubilità, la liposolubili­
tà ed il coefficiente di ripartizione ~-ottanolo/acqua, 
mentre l'infiammabilità, l'autoinfiammabilità, l'esplosi­
vità, e le proprietà ossidanti si inquadrano sotto la se­
conda prospettiva. 

L'Allegato V nella sua stesura definitiva conterrà a 
sua volta i metodi per la determinazione dei parametri SJ~ 
detti. Sin da ora è comvnqve possibile constatare che la 
intera struttura è sufficientemente flessibile per ade~ 
si ad esigenze concrete e garantire la massima economia 
compatibile con l'esecuzione di prove scientificamente a! 
tendibili. Alcuni dei punti più delicati connessi con qu~ 
ste determinazioni sono ravvisabili nel grado di accura -
tezza con cui le misure devono essere condotte e nella p~ 
rezza delle sostanze da esaminare. In ogni caso risulta~ 
vidente che ambedue i requisiti citati sono commisurati 
all'esigenza di ottenere dati ragionevolmente predittivi 
dal punto di vista della protezione ambientale. Un tale 
traguardo è raggiunto dalla Direttiva 79/831 in maniera e! 
ficace e non eccessivamente onerosa per il notificante.!! 
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tunitense e legislazione europea ai fini di un reciproco 
riconosci~ento, le proprietà fisico-chimiche prescritte 
dalla Sesta Modifica ed i metodi relativi alla loro dete~ 
m inazione si i::pirano in larga misura a quanto elaborato in 
quella sede, ~un le ~odifiche tuttavia che le differenti 
finalità delle due organizzazioni rendevano indispensabi­
li. Il numero delle grandezze fisico-chimiche richiesto 
dalla Sesta Modifica è così soltanto di 13, se si escludz 
no dal loro novero alcuni parametri di cui si dirà poi a 
parte, riducendo tra l'altro, ave possibile, quello dei~ 
todi da adottare per le rispettive determinazioni. Va so! 
tolineato senza ambiguità che questo non comporta alcuno 
scadimento apprezzabile delle capacità predittive delle 
prove nel loro insie~e. mentre viene raggiunto l'abbietti 
vo certo non trascurabile di snellire non indifferentemeD 
te il carico dei dati richiesti al notificante. 

Le Tabelle l e 2 seguenti riportano le proprietà ri­
chieste, suddividendole in due gruppi principali, rispet­
tivamente dedicati a quelle più rilevanti sotto il profi­
lo identificativo e della diffusione nell'ambiente, ed a 
quelle che invece trattano e definiscono in modo più spe­
cifico il rischio di violente reazioni chimiche nelle no~ 
mali condizioni a~bientali. Per ciascuna proprietà vengo­
no inoltre riportati i metodi che, anche se con qualche 
frangia d'incertezza, saranno quelli dettagliati nell'Al .. 
legato V. 

{ 

' 
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ldroti•i­
Dissociazion. , '. , 1 l Punto di 

,'· J-\-tusione 
,~~'/l ~ 

C tt ...... ' ' o• tcten 1 , 1 Pun'to di 
ttboUizion. 

FIG.- Relazioni di interdipenctenza per le proprietà del 
pri~o gruppo. I para~etri da cui si dipartono le 
fre::cie sono •1tili co11e prerequisiti nella determ2_ 
nazione di quelli in cui le freccie confluiscono. 
Le proprietà disposte sulla circonferenza sono quel 
le prescritte al punto 3 dell'Allegato V, mentre 
quelle disposte all'esterno sono più o meno esplic2_ 
tamente richieste in altre parti della Sesta Modif2_ 
ca. 

l 
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ture necessarie sono largamente diffuse e di grande sem -
plicità d'Uso, fatto salvo il principio a cui pri~a si a~ 
cennava di una loro accurata calibrazione periodica (3). 

3.2. Punto od intervallo di ebollizione 

Considerazioni del tutto analoghe a quelle fatte per 
le proprietà precedenti valgono anche in questo caso. Va 
tuttavia debitamente rilevato che l'uso di blocchi riscal 
danti con determinazione fotoelettrica della temperatura 
relativa al passaggio di stato offre la possibilità di BE 
plicare la stessa apparecchiatura tanto per determinare il 
punto di ebollizione quanto quello di fusione, e che inol 
tre la procedura è suscettibile di una facile automatizz~ 
zione, con conseguente economia di tempo da parte dell'o­
peratore ed incremento della riproducibilità delle misura 
Il metodo dinamico a sua volta implica la misura della te.!! 
peratura di ricondensazione del vapore tramite una termo­
coppia posta nella zona di riflusso, con possibilità di 
variare la pressione di lavoro. Ciò rende questo procedi­
mento pienamente in grado di effettuare anche misure di 
tensione di vapore. Il grado di accuratezza presentato~ 
cinque metodi raccomandati per questo parametro varia da 
circa ! 1 - 2 oc a ! 0.3 °C, del tutto compatibile con le 
esigenze di una determinazione attendibile si, ma non troa 
po complessa. 

3.3. Densità relativa 

Questa grandezza adimensionale è intesa come il rap­
porto tra la massa dell'unità di volume della sostanza in 
esame e quella dell'acqua a 4°C. I sei metodi descritti 
dall'Allegato V si applicano o a sostanze solide o a so­
stanze liquide, od infine ad entrambe, come nel caso del­
la bilancia idrostatica e del picno~etro. La densità dei 
gas non viene invece richiesta. Nel loro assieme questi~ 
todi sono in grado di garantire l 'esecuzione di m 3ure suf 
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ficientemente accurate sia per sostanze solide indipende~ 
temente dal loro stato di aggregazione (ciò risulta di n2 
tevole importanza se si considera che molte sostanze org~ 
niche si presentano sotto forma particolata od amorfa), 
sia per liquidi in un ampio intervallo di viscosità dina­
mica (da 5 a 500 Pa s circa). 

Non va inoltre dimenticato che tale parametro perme! 
te di valutare se un determinato prodotto abbia o meno la 
tendenza a mantenersi alla superficie delle acque con cui 
viene a contatto, e di conseguenza, prescindendo dalla~ 
reagibilità in questo mezzo, quale sia la dispe~sione a 
cui prevedibilmente darà luogo. Poichè la proprietà in~ 
stione non è particolarmente utile come prerequisito per 
la corretta valutazione di altre grandezze, nè risulta aE 
prezzabilmente influenzata dalla presenza di impurezze,la 
sua misura si può certamente ritenere tra quelle meno im­
pegnative della Sesta Modifica. 

3.4. Tensione di vapore 

A differenza del caso precedente, per questa propri~ 
tà le difficoltà e le implicazioni non sono certo di lie­
ve momento. I cinque metodi riportati nella Direttiva so­
no in verità in grado di ricoprire un intervallo estesis­
simo, da 10-3 a 105 Pa, ognuno di essi avendo un suo pre-· 
eisa campo applicativo ottimale. Tra di essi almeno due, 
vale a dire quello basato sulla bilancia a tensione di v~ 
pare e quello cosiddetto a saturazione di gas, richiedono 
personale dotato di grande esperienza e strumentazione di 
notevole delicatezza (4). Se a ciò si aggiunge ancora il 
fatto che le misure sono assai sensibili alle impurezze 
presenti, si comprenderà bene come tale determinazione de!2_ 
ba essere condotta con l'adozione di norme stringenti per 
garantire un risultato attendibile, il che del resto è p i!_ 
namente giustificato dalla innegabile importanza dellap~ 
prietà in oggetto ai fini della Sua pericolosità sotto il 
profilo della velocità dl dispersione nell'atmosfera. 

Il grado di incertezza intrinseco a questo tipo di m l 
sure è a grosse linee inversamente proporzionale al valo­
re della tensione di vapore stessa, variando da circa !1% 

l 



a to+!!i Pa tino anche a !50" a to-3 Pa. Va segnalato che in 
partico-lare 11 metodo dinamico è SU~JcettibUe d l esser• 'Q 
plicato anche alla d~te~inazione del punto di ebolliaio­
ne, e che info~aiont sulla struttura della sostanza so. 
no_ di g~ande ausilio per una scelta adeguata del metodo 
più adatto per un'efficace esecuzione del saggio. 

Va ancora 9etto che non v'è contraddizione tra la r! 
chieeta esplicitamente fatta nell'Allegato VII di riport~ 
re almeno due valori di tensione di vapore a due diversa 
temperature e l'asserzione fatta nell'Allegato V per cui 
le misure debbono essere indicate per almeno tre tempera­
ture, Intatti, 1 tre punti sono necesaari per giudicare la 
linearitl della dipendenza del logaritmo della tensionedl 
vapore dall'inverso della temperatura assoluta, vale a d! 
re per avere una riprova della corretta applicazione del 
metodo prescelto alla sostanza in esame. Accertato questo 
e datene notizia nel rapporto tecnico che accompaana la 
notifica, è poi chiaro che due soli valori sono sufticieg 
ti aci individuare l'andamento della grandezza in esame con 
la ternperatut·a. 

3.5. Tensione superficiale 

Limitata al caso di soluz.ioni acquose e non di liqu! 
di puri, o meno che mai disciolti in altri solventi, come 
è intuibile in considerazione delle finalità ambientali a 
cui la grandezza in oggetto deve soddisfare, va subitodet 
to, analogamente a quanto rimarcato per la densi·tà relat! 
va, che tutti 1 metOdi riportati sono in grado di fornire 
risultati più accurati d'i quanto non sia necessario per la 
valutazione del rischio ambientale (vale a dire anche fi­
no a t Oil mNm-1), Da questa angolazione la presenza di 
impurezze non è rilevante per la dèterminazione stessa, 
mentre lo sono assai di più l'accurata pulizia e taratura 
delle varie componenti dell'apparecchiatura utilizzataper 
misurare la forza con cui la soluzione acquosa tende a man 
tenere la propria configurazione di minima e.nergia. · -

Quale sia l'importanza di questa proprietà nella st! 
ma di come possono essere alterati i delicati. equilibri ~ 
terfacciali delle pareti cellulari in un mezzo acquoso, 
con conseguente possibile aumento dell'effetto tossico di 
una sostanza attiva, non puà certo essere disconosciuto. 
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Tale proprietà risulta inoltre molto utile per valutare~ 
la sostanza inv~stigata agisca come emulsionante per al­
tre. Una corretta impostazione del saggio richiede infine 
la disponibilità a monte di informazioni circa la solubi­
lità in acqua della sostanza, la sua struttura, la c·once!l 
trazione critica micellare ed il comportamento all'idro!! 
si. 

3.6. Idrosolubilità 

La misura di questa grandezza, fondamentale per arr! 
vare ad una prima stima della diffusione nell'idrosfera e 
del rischio ambientale conseguente, è contemplata nell'Al 
legato V tramite due diversi metodi, a seconda che la so­
lubilità della sostanza si trovi al di sotto o al di so -
pra di un valore limite fissato intorno a ~o-2 gl-1. Su 
entrambi la presenza di impurezze ha un peso notevole: b~ 
sti pensare a quali falsi risultati può portare la prese~ 
za di piccole quantità di un componente molto meno solub! 
le della sostanza in esame. Raggiunta la condizione di s~ 
turazione con l'uno o con l'altro, vale a dire o per di -
battimento in pallone o per eluizione su colonna, la scel 
ta del più opportuno metodo analitico per la valutazione 
della concentrazione della sostanza nella soluzione è la­
sciata a discrezione dell'operatore, che può far ricorso 
a procedimenti gas-cromatografici, coltammetrici, titrim~ 

triei, etc., con gradi di accuratezza notevolmente varia­
bili. 

La costante di dissociazione, il comportamento alla 
idrolisi, e la tensione di vapore sono dati utili per la 
organizzazione della prova .. La ripe~ibilità delle misure 
non è generalmente migliore del 15 - 30%, anche se ciò è 
sufficiente per gli scopi per cui esse sono richieste. 

3.7. LiposolJbilità 

L'unico metodo previstd dall'Allegato V si basa so­
stanzialmente sulla saturazione per aggiunte progressive 
della sostanza in un grasso liquido standard, e sulla de-

.. 
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terminazione della concentrazione ad essa relativa con un 
qualunque procedimento analitico, come riportato nel par! 
grato precedente. Anche nel caso tn esame l'influenza del 
le impurezze è tale da alterare profondamente 1 risultati 
sperimentali. Ma il f"tto di maggior spicco è sen·z•altro 
legato al tipo di gras~o liquido utilizzato, Grassi sint~ 
tic! sono di gran lunga preferib111, poichè la loro compg 
sizione è esattamente nota e riproducibile, e la loro st~ 
bilità chimica elevata. Ciò consente una facile standar -
dizzazione della'metodica e quindi un immediato confronto 
dei dati concernepti sostanze diverse. Il significato di 
questa determinazione va posto nel giusto rilievo, dal m2 
mento che essa int•gra ed estende la portata del coeffi -
ciento di ripartizione (o lo sost~tuisce addirittura quau 
do non è fattibile la misura di quest•·ultirno), coBl per -
mettendo una stima della quantità totale di sostanza che, 
indipendentemente da fenomeni associativi o dissociativi, 
è in grado di dar luogo ad accumulazione in organismi vi­
venti. struttura,·atabilità termica, qoefficiente di ri­
partizione, e solubilità in acqua sono dati la cui cono -
scenza agevola notevolmente la·determinazione stessa. 

3.8. Coefficiente di ripartizione n-ottanolo/Acqua 

L'ultima delle ·proprietà di questo primo gruppo è SI!!! 
z'altro quella più rilevante dal punto di vista delle po~ 
sibili correlazioni tra proprietà fisico-chimiche e strut 
tura delle sostanze da caratterizzare (5, 6). In termini­
estremàmente concisi, il coefficiente di ripartizione va 
determinato valutando le concentrazioni del prodotto cht­
mico nelle due fasi, acquosa ed organica, quando esse so­
no all'equilibrio~ Le~oblematiche relative, sia peri cr! 
teri di purezza necessaria ad una attendibile conduzione 
delle prove, sia per 1 procedimenti analitici da impiega­
re, non si discostano naturalmente da quelle già accenna­
te Der la solubilità in acqua. Altre considerazioni con­
tribuiscono tutta~ia .a rendere ancora pii): dU"ticol tosa la 
determinaziOne di questo parametro. Il raggiungimento di 
un effettivo equilibrio tra le due fast~ & la necesaitàdl 
evitare 11 formarsi di emulsioni e di conoscere se e qua­
li fenomeni associativi o dissociativi possono avvenire, 
sono gli elementi di cui bisogna maggiormente tenere con­
to affinchè la determinazione di questa grandezza sia at-
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tuabile con successo. In questo senso contribuiscono not! 
volmente la conoscenza preliminare della costante di dis­
sociazione, della solubilità in acqua e della tensione a~ 
perficiale. 

4. SECONDO GRUPPO 

Le proprietà fisico-chimiche che appartengono a que­
sto gruppo, distinte dal precedente per le ragioni espo -
ste all'inizio, sono caratterizzate tra l'altro da unapLù 
complessa dipendenza dalle grandezze termodinamiche prim~ 
rie, e necessitano pertanto della precisazione di un mag­
gior numero di fattori concorrenziali affinchè la loro de 
terminazione possa essere ritenuta univoca e confrontabi­
le con quella di altre sostanze. Queste implicazioni con­
dizionano i metodi che per esse sono ripodati nell'Alleg~ 
to V e che di conseguenza devono essere codificati incgni 
loro aspetto anche minore. 

4.1. Punto di infiammabilità 

Definito come la temperatura più bassa, a pressione t 
normalizzata, alla quale il campione in vaso chiuso svi - , 
luppa vapori in quantità tali da riuscire a formare una~ J 
scela con l'aria suscettibile di infiammarsi, esso può e~ j 
·sere detenninato con metodi riconducibili alle due categ,2 Ì 
rie di quelli in condizioni di equilibrio e di quelli in 
condizioni di non-equilibrio. Ampiamente standardizzati dl 
istituti specializzati, essi utilizzano apparecchiature 
ben note, quali quelle di Abel, Abel-Pensky, Tag o Pensky 
-Martens. 51 deve ancora tenere presente che l'Allegato V 
richiede la confenna de.lle prove eseguite tramite il pri-
mo tipo di metodi con un metodo d~l secondo tipo, e vice­
versa, qualora 11 punto di infiammabilità risulti essere 
rispettivamente O, 21 o 55 °C (!2°C). La ragione di ciò è 
facilmente intuibile se si considera che queste temperat~ 
re sono quelle scelte come discriminanti per la classifi­
cazione delle sostanze in differenti categorie di infiam­
mabilità. Dati sull'esplosività sono ritenuti utili invia 
preliminare. 

.. } 
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4.2. Intiammabilitl 

I metodi relatiVi- a questa prOprietA sono·arttcolati 
in tre parti·, a seconda Che; a) la soatansa allo stato lP!! 
soso r1sul_t1 inttamm.àbile in miscela con.l'a,ria; b) la ag, 
stanza allo stato soJidO o liquido sviluppi gaa altamente 
tntiammab111 quando ~naano a contatto con.l 1 aCqua; c) la 
sostanza allo stato so~tdo pulverulento, pastoso o granu­
lare sia altamente intiammabile, In ogni caso il prodotto 
in esame non deve dar luogo ad autoignizione per semplice 
contatto con !''aria. Ne.lla prima evenienza, una. co:ncentr!, 
zione nota di gaa in aria viene intrOdotta in un cilindro 
di vet~ e sottoposta a scintilla elettrica;· il.rapporto 
di concentrasione rispetto all'aria viene quind-i gradual­
mente variato tino all'eventuale ottenimento dell'ace~ -
sione. I quattro procedimenti previsti per 11 caao b ·sono 
tUtti rico~ducibili, anche se con modalità diverse, alla 
osservazione della eventuale combustione dei g.. che si 
formano quando il prodotto reagisce con l'acqua. Nel caso 
c invece. il solido. compresso in tonna di parallelepipe­
do retto a sezione triangolare di misure convenzionali~ 
!Ora granulare o pulv8rolento, o semplicemente stendendo: 
ne uno strato su di un adatto supporto se pastoso, viene 
acceso ad un estremo. Il saggio viene considerat~ positi­
vo se la velocità di propagazione della combustione è su­
pertore ad un valore pretisaato. La conoscenza delle pro­
prietà esplosi~• del composto agevola· l'esecuzione della 
prova~ 

4.3. Esplosività 

Dei tre tipi di saggi previsti a questo propoaito,co 
me riportato nella Tabella 2, 11 terzo è ovviamente appll 
cabile solo a solidi. mentre gli altri valgono anche per 
i liquidi. L'Allegato V ·descrive dettagliatamente le spe­
cifiche degli app&recchi da utilizzare per l'accertamento 
della suscettibilità all'esplosione per percussione tram! 
te caduta di un pe~o, per riscaldamento con fiamma della 
sostanza contenuta in un tubo di acciaio, o pe_r sfregame!!, 
to realizzato tramite un perno di porcellana agente sulla 
sostanza a sua voita posta su un piatto anch'esso di por­
cellana. Quale tennine di discriminazione. è stato indie~ 
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to il dinitrobenzene, tutte le sostanze più sensibili di 
questa ai saggi descritti essendo ritenute esplosive.Que­
sta scelta è motivata dal fatto che il dinitrobenzene era 
già stato selezionato come sostanza di riferimento per gli 
esplosivi nell'articolo 2(2.a) della Sesta Modifica. 

4.4. Autoinfiammabilità 

Il dettato dell'articolo 2(2.d) della Sesta Modifica 
parrebbe non lasciare adito a dubbi circa la natura delle 
sostanze autoinfiarnmabili, intendendosi con ciò quelle Che 
sono talmente reattive al contatto con l'aria da dar luo­
go ad una immediata combustione con sviluppo di fiamma, 
senza che venga apportata energia dall'esterno. Sotto qu~ 
sto profilo non sarebbe necessario alcun metodo pereegu~ 
re una tale determinazione, essendo sufficiente la sempl~ 
ce osservazione diretta. 

D'altra parte è noto che molte sostanze, se immagaz­
zinat~ in grossi quantitativi, possono dar luogo a proce~ 
si di decomposizione più o meno lenti, con sviluppo di c~ 
lore tale da superare il valore di soglia per l'infiamma­
bilità. In questo senso l'Allegato V raccomanda, per gas 
o vapori, 11 ricorso a metodi standardizzati (come ad e­
sempio l' IEC 79-4), in cui si fa uso d~ piastre riscaldate 
progressivamente fino a che avvenga l'autoignizione. La 
temperatura corrispondente è il parametro da registrare. 

Per liquidi e solidi l'autoignizione è una consegue~ 
za del fatto che la reazione della sostanza con l'ossige­
no atmosferico sviluppa calore ad una velocità superiore 
a quella di smaltimento all'esterno della massa, con la 
conseguenza che la temperatura interna del campione sale 
progressivamente, fino al prodursi della combustione con 
fiamma. Il procedimento riportato dall'Allegato V implica 
pertanto il collocamento di una quantità prestabilita di 
sostanz-a in stufa (un cubo di rete per setacci serva da 
contenitore), ed il suo progresSivo riscaldamento seguen­
do contemporaneamente l'incremento della temperatura in­
terna con una termocoppia. La temperatura della stufaq~ 
do quella interna del campione è di 400°C viene presa per 
definizione come misura dell'autoignizione. E' ovvio che 
un saggio del genere va condotto sotto condizioni massim!_ 
mente standardizzate per essere riproducibile, dipenden -

l 
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do, ad esempio, la velocità di smaltimento del calore dal 
la massa totale del campione e dal suo stato di aggrega -
zione. 

• 4.5 •. ~ropr1età comburenti 

Per quest'ultima caratterizzazione, il metodo previ­
sto dall' Allege.to V richiede la preparazione di miscele il 
diversi rapporti della sostanza da esaminare con una com­
bustibile rigorosamente standardizzata (segatura di legno 
o cellulosa polverizzata, entrambe con precisi requisiti). 
Le miscele cosi realizzate vengono poi compresse in forma 
di prismi triangolari -di misura prestabilita, e riscalda­
te con fiamma ad un estremo. La velocità di propagazione 
della fiamma in dipendenza della percentuale di combus~ 
le presente permette di stabilire se la sostanza in ogge! 
to è o no da considerarsi comburente, il dicromato di so­
dio essendo scelto cpale riferimento. Anche in questo caso, 
la confrontabilità dei dati è imperniata sul rispetto di 
tutte· le specifiche necessarie. 

5. CONCLUSIONI 

Dal novero delle proprietà sopra elencate sono esclu 
se alcune caratterizzaZioni che, pur se fisico-chimiche~ 
senso stretto, sono tuttavia inquadrate in altri contesti. 
In questo senso vanno intesi i dati spettrali UV, IR ed 
NMR (Allegato VII, 1.3.5), preziosi per l'identificazione 
univoca di una sostanza, la cui detenninazione si basa tu! 
tavia su procedimenti tanto entrati nella comune pratica 
di laboratorio da non richiedere alcuna specifica circa i 
metodi da utilizzare. La degradazione abiotica a sua vol­
ta finisce per essere centrata su prove di comportamento 
alla idrolisi. Prove di adsorbimento-desorbimento sono in 
fine previste al Livello .2 dell'Allegato VIII nella sezio 
ne dedicata all'ecotossicità, subordinatamente alla scar: 
sa de'gradabili tà della sostanza. Ma a parte queste ecce -
zioni, le considerazioni finora fatte per le singole pro­
prietà possono essere tutte ricondotte a pochi pun-ti fon-

4- ""'" Sani<o- Annoli dell'lo~ S•p. Son<IA. Vol. 11. 
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damentali così riassumibili: 

1) sebbene ridotte nel numero, le caratterizzazioni 
fisico-chimiche previste dalla Direttiva 79/831 sono nel 
loro insieme tali da garantire un'informazione qualifica­
ta e coerente senza imporre al notificante un fardello e~ 
cessi va· 

ii) si concretizza un efficace equilibrio tra rigore 
scientifico, indispensabile per una corretta esecuzione 
delle determinazioni che le renda attendibili e paragona­
bili tra di loro, ed esigenze pratiche di semplicità ope­
rativa; 

iii) il sistema di prove richieste è nel suo comples 
so relativamente flessibile per quanto attiene alla scel·· 
ta del metodo più opportuno, eventualmente anche al di fuo 
ri di quelli raccomandati qualora il notificante possa di 
mostrarne l'equivalenza o la superiorità; 

iv) viene raggiunto lo scopo di una soddisfacente aE 
monizzazione con altre normative internazionali, apporta~ 
do cosi un contributo non trascurabile al traguardo di un 
riconosCimento reciproco tra legislazione europea e legi­
slazione statunitense in materia di controllo delle so~ 
ze pericolose; 

.'!) un problema rilevante resta tuttora costituìtod3.1 
grado di purezza che può essere tollerato nella dete~in~ 
zione di ciascuna proprietà. Se è vero infatti che nell'i!!_ 
traduzione dell'Allegato VII si fa riferimento all'esecu­
zione dei saggi in questione sulla sostanza cosi come es­
sa viene commercializzata, l'Allegato V rileva tuttavia, 
nei casi che lo richiedono, che il risultato di alcune Pl"2 
ve è fortemente influenzato dalla natura e quantità di i~ 

purezze presenti. Lungi dall'essere una contraddizione.o, 
meno che mai, una costrizione ingiustificata per il noti­
ficante, l'invito a servirsi di sostanze purificate nei~ 
miti che possano essere necessari, si risolve a tutto v~ 
taggia della notifica stessa, sicuramente contribuendo a 
sciogliere difficoltà e non a crearne; 

vi) il grado di approssimazione richiesto non è mai 
sproporzionato a quello effettivamente necessario per una 
stima efficace dell'impatto della sostanza nell'ambiente 
o per la corretta deduzione di altre grandezze dipendenti 
da quelle in esame. 

In sintesi, le proprietà di cui si richiede la deteE 
minazione, ed i metodi che si propongono a tal scopo, peE 
mettono di dedurre preliminarmente e a gros-se linee la d! 
spersione nell'ambiente ed il grado di pericolosità.imme­
diato a cui una sostanza può dar luogo, senza per questo 

J 
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ricorrere a strumenti senz'altro più rigidi, complicati e 
onerosi, quali quelli inerenti alla legge statunitense T. 
s.c.A. 

Ci si augura, per chiudere, che le semplici osserva­
zioni contenute in q~esta panoramica contribuiscano s~ 
tutto a ridimensionar.e alcuni punti cruciali su cui mag: 
giormente si è fermata l'attenzione degli osseryatori sin 
dal primo apparire del~a Sesta Modifica, ed a dissipare 
perplessità, dubbi e preoccupazioni, se non del tutto al­
meno in parte, ~rofilatisi nel corso degli ultimi mesi a 
proposito delle caratterizzazioni fisico-chimiche, spec~ 
mente se si terrà presente, nell'eseguire queste ultime, 
un po' di quel ''buon senso" cartesiano tanto equamente d! 
stribuito. 

• 
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DEGRADABILITA' DELLE SOSTANZE CHIMICHE NELL'AMBIENTE: 
METODI PER LA VALUTAZIONE DELLA DEGRADAZIONE BIOTICA 

C. CREMISINI, S. DE FULVIO, A. PICCIONI 
Istituto Superiore di Sanità, Roma 

RIASSUNTO. -Viene effettuata una rassegna dei testa an -
nessi alla direttiva CEE per la determinazione della bio­
degradabilità mettendo in evidenza alcune eventuali limi­
tazioni di detti testa. Si mette, inoltre, in evidenza il 
relativo significato dell'introduzione del parametro bio­
degradabilità senza un appropriato valore-limite, ritenu­
to, a nostro avviso, determinante ai fini della valutazio 
ne del rischio. Vengono spiegate le classificazioni del 
grado di biodegradazione e le differenze fra i vari tipi 
di testa. Si conclude accennando alla necessità di ricor­
rere a dei metodi integrativi, che consentano la ldentifi 
cazione degli eventuali composti intermedi di biodegrada: 
zione. 

1. PREMESSA 

Come è noto la protezione dell'ambiente e degli esse 
ri in esso viventi si pone oggi, con inderogabile necessi 
tà, nel nostro come in altri Paesi industrialmente avanz; 
ti. Tale contingenza è dovuta all'inquinamento allarmant; 
provocato dallo sversamento di sostanze chimiche caratte­
rizzate da particolari proprietà di tossici tà, persiste0 ., 
za e bioaccumulazione. 

A tal fine la direttiva CEE concernente la VI modifi 
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ca sulla regolamentazione delle sostanze chi~iche perico­
lose è da considerare, almeno sul piano teorico, uno str~ 
mento normativa di grande interesse, per la salvaguardia 
dell'uomo e dell'ambiente. Tale direttiva, infatti, isti­
tuisce l'obbligo di una notifica preliminare alla produ .. 
zione e com~ercializzazione di nuove sostanze chimiche. 

Detta notifica, sotto il profilo applicativo, com 
prende numerosi accertamenti circa alcune proprietà esse~ 
ziali che debbono caratterizzare 1 nuovi composti chimici, 
ai fini della loro idoneità, quali la tossicità, biodegra 
dabilità (1), altre caratteristiche chimiche, fisiche.ec~ 

Lo scopo principale di questa breve nota è la rasse-­
gna di testa annessi alla direttiva CEE per la determina­
zione della biodegradabilità. 

Vengono messe in evidenza alcune limitazioni di det­
ti testa, nonchè il relativo significato dell'introduzio­
ne del parametro biodegradabilità, senza un appropriato 
valore-limite, ritenuto a nostro avviso determinante, ai 

del fini della valutazione del rischio. Infatti la stima 
rischio immediato o differito per l'uomo e l'ambiente,pur 
rimanendo nel suo insi8me tuttora oggetto di approfondito 
dibattito, in particolare per quanto concerne la biodegr~ 
dabilità, non può prescindere dalla possibilità di giung~ 
re, nel tempo, ad una sua valutazione qualitativa e quan­
titativa. 

Infatti soltanto in questo·modo si possono corretta­
mente individuare le quantità di sostanze chimiche di si~ 
tesi più o meno pericolose che potranno essere assimilate 
dall'ambiente come tali o sotto forma di prodott.i interm~ 
di di degradazione più o meno nocivi, 

Se non si è in grado, nel prossimo futuro, di dare 
risposte esaurienti a tali quesiti, l'adozione della de -
gradazione biotica nei termini attualmente previsti dalla 
VI Modifica presenterà alcune difficoltà nella valu.tazio­
ne del rischio effettivo ai fini della salvaguardia del -
1'a~biente e conseguentemente eventuali difficoltà~ ca­
rattere normativa. 

In generale le sostanze ch·imiche persistenti si ace!:! 
'llulano nella biosfera attrav:ersb le catene trofiche. 

Il fenomeno di accumulo si verifica quando i vari o~ 
ganismi presenti ~ell'ambiente non sono abbastanza effi -
cienti e veloci ~l degradare, mediante processi metaboli 
ci, sostanze chimiche nella stessa misura in cui vengono 
assunte dall'ambiente ricettore. 

., 
( j 
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A tal fine un esempio rappresentativo è dato dagli 
idrocarburi clorurati, spesso usati come antiparassitari; 
tali composti vengono degradati ~alto lentamente e sonoE2 
lub111 nel grassi degli organismi. Per queste particolari 
caratteristiche di persistenza dette sostanze accumuland2 
si nell'ambiente si concentrano negli animali e quindi ne! 
l'uomo attraverso le catene alimentari. 

Alcune di queste considerazioni servono ad evidenzi~ 
re l'importanza che spetta al parametro biodegradabilità. 
Infatti poche sono le sostanze chimiche inquinanti per le 
quali tutte queste caratteristiche e tutti questi proces­
si possono dirsi adeguatamente noti. 

Nei riguardi di un nuovo composto di sintesi, quindi, 
sarebbe opportuno, in una prima fase, conoscere il grado 
ed il tipo di biodegradazione e conseguentemente fissare 
il livello di biodegradabilità da considerare accettabile 
(2). Inoltre gli strumenti normativi, previsti dalla di -
rettiva CEE, non potranno essere di grande aiuto finchè 
non saranno state superate alcune carenze conoscitive co~ 
cernenti le metodologie di controllo della biodegradabili 
tà che, nella loro incertezza, rendono ancora più proble: 
matica la stima del rischio per l'a~biente. 

In questa ottica bisogna considerare l'introduzione 
nella direttiva CEE (VI Modifica) del controllo della bi2 
degradabilità quale uno dei parametri essenziali per la 
idoneità alla produzione e commercializzazione di sostan­
ze chimiche, in quanto solo quelle dotate di capacità ad 
essere degradate, possono essere metabolizzate ed assimi­
late dall'ambiente rtcettore entro un tempo ragionevole 
senza alcuna conseguenza. 

2. ANALISI DEI METODI 

Alla luce di queste considerazioni preliminari si l'e!! 
de opyortuno effettuare una rassegna dei tests di biode -
gradabilità allegati alla VI Modifica, per meglio evlden­
~iare alcune limitazioni presentate dai metodi proposti 
nell'ottica di una corretta valutazione del parametro bi2 
degradabilità per là individuazione del rischio connesso 
alla utilizzazione di nuove sostanze chimiche. Comunque, 
prima di passare alla disamina dei sudqetti tests si rep~ 
ta opportuno fare un breve cenno sul fenomeno della biode 
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gradazione. A questo fine rtell 'ambito della discussione 
sui metodi per la det~rminaziane della biodegradabilità 
delle sostanze di sintesi si sono sviluppate varie inter­
pretazioni dello stesso concetto di biodegradabilità, dan 
do origine conseguentemente a varie classificazioni del 
grado di degradazione. Comunemente la biodegradazione v12 
ne intesa come la trasformazione di composti chimici ope­
rata da microrganismi viventi nell'a'llbiente stesso. Tale 
trasformazione compocta quasi se~pre un consumo di ossig~ 
no più o meno intenso in relazione al grado di trasfo~a­
zione più o meno spinto operato da detti microrganismi a1 
traverso 1 relativi processi metabolici. Infatti tali mi­
crorganismi impegnati in questa attività per la biosfera, 
in alcuni casi riescono a trasformare le sostanze organi­
che complesse in C02, H20 e sali minerali (processo detto 
"minerai izzazione"), in altri casi riescono ad operare Ll'la 

degr~dazione parziale con formazione di composti interme­
di. 

In accordo con Treccani, Saggi, Galli, Pecenck (3) Si 
possono quindi individuare varie classificazioni del gra­
do di biodegradazione comunque strettamente legate al me­
todo analitico impiegato nella sua determinazione: 

l) Biodegradazione primaria (o funzionale): è una biade­
gradazione incompleta di una sostanza che porta alla 
rimozione di alcune proprietà caratteristiche della m2 
lecola. 
In pratica viene per lo più determinata mediante tecnl 
che analitiche specifiche basate su reazioni con grup­
pi funzionali. In termini biologici questo livello di 
biode.gradazione può essere determinato da processi co­
metabolici o co-ossidativi oppure dalla parziale uti -
lizzazione del composto in esame; 

Co-ossidazione): (4) questo termine è stato proposto 
Co-metabolismo) 

per descriver~ un sistema biologico h 
cui un substrato organico non utiliz­
zabile per la crescita microbica vie­
ne ossidato parzialmente e simultane~ 
mente ad un altro composto organico 
che invece viene utilizzato come fon­
te di carbont? e di energia. 

2) Biodesradazione ambientalmente accettabile: modifica -
zione di una sostanza organica tale da determinare la 
formazione di intermedi che, in base alle loro caratt~ 

.. • 
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ristiche, non presentanto più gli stessi effetti neci­
vi sull'ambiente del composto di partenza. 

3) 3iodegradazione totale: mineralizzazione del composto 
attraverso i normali processi metabolici che determina 
no la crescita microbica. 

4) 3ioeliminazione: rimo~ione di un composto organico da 
soluzioni o sospensioni acquose durante il trattamento 
biologico di un effluente, mediante processi non neces 
sariamente biodegradativi. carne, ad esempio, la rimozi;; 
ne per adsorbimento su cellule microbiche. 

Da una semplice analisi di tali classificazioni ri _ 
sultano subito evidenti alcune difficoltà nella definizio­
ne sia dal punto di vista teorico che da quello pratico _ 
nor~ativo del concetto di biodegradabilità. 

Nella elaborazione di '!letodiche atte a definire la 
biodegradabilità di una sostanza bisogna innanzi tutto cHe 
rire quale livello di biodegradazione sarà preso in consi 
derazione. Ma, ad eccezione della biodegradabilità total; 
che non i'llplica equivoci, negli altri casi la scelta è 
sempre connessa a problemi di valutazione e di metodica. 
,<\d ese:npio sarebbe opportuno stabilire quali sono i crite 
ri da utilizzare nel definire ambientalmente accettabil; 
la biodegradabilità di una sostanza. 

~'al tra parte, in ogni caso, non è malto semplice sta 
bilire se si tratti di effettivi processi biodegractativi­
o di adsorbimento su cellule microbiche. 

Inoltre si rileva la necessità in molti casi di una 
v~lutazione quali-quantitativa degli intermedi di degrada 
z1one per poter correttamente parlare di biodegradazione­
·'lccettabile. 

Possiamo ora definire alcune caratteristiche essen _ 
ziali per un test di biodegradabilità (che abbia una vali 
di tà di esecuzione generale): 
a) semplice esecuzione 
b) ripetibilità 
c) standardizzazione per quanto possibile delle variabili 

,Jiù importanti 
d) scelta di parametri analitici quanto più possibile 

gnificativi ma comunque di validità generale. 
si-

E' chiaro che il rispetto di queste caratteristiche 
ra sì che in generale questi tests siano da una parte ia 
considerarsi piuttosto restrittivi e che quindi diano dei 
risultati praticamente definitivi solo quando la sostanza 
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in esame appare facilmente biodegra~abile. D'altra parte 
la non adozione di metod1 analitici specifici per la so -
stanza in esame e la non considerazione degli intermediffi 
degradazione può in alcuni casi rivelarsi pericolosa. 

Inoltre la semplicità di esecuzione e la ripetibili­
tà sono condizioni che solo raramente si approssimano al­
la realtà ambientale che comunque è assai scarsamente ri­
producibile. 

In base alle precedenti considerazioni prenderemo b~ 
ve~ente in esame i metodi per la deter~inazione della de­
gradazione biotica fino ad oggi proposti. 

Tali metodi possono essere suddivivi in tests stati­
ci e tests dinamici. 

a) Tests statici: consistono principalmente in metodi in 
cui non è previsto il rinnovo della soluzione coltura­
le per la durata del test stesso. Tali metodi utilizz~ 
no come tale l'acqua prelevata da un corpo idrico nat~ 
rale semplicemente addizionata del composto in esame o 
prevedono l'inoculo con microrganismi prelevati da uno 
o più ambienti naturali in un liquido colturale sinte­
tico contenente la sostanza in esame fornita come uni­
ca fonte di C e di energia oppure addizionata di altri 
nutrienti organici. 

b) Tests dinamici· sono rappresentati da quei tests nei 
quali si attua un continuo o intermi ttente ricambio del 
terreno colturale, che, per la sua composizione in el~ 
menti nutritivi organici ed inorganici (urea, peptone, 
estratto di lievito o carne, sali minerali), simula un 
liquame urbano. A tale terreno colturale la sostanza ID 
esame viene aggiunta a bassa concentrazione (10-20 mgl 

1). E' importante notare che i batteri sono presenti 
nel sistema ad elevata concentrazione ()lg/1). 

I tests dinamici forniscono in genere valori di bio­
degradabilità molto più elevati che non i tests statici. 
Sempre in generale nei tests dinamici la scomparsa della 
sostanza organica viene seguita mediante un'analisi specl 
fica, per cui è possibile determinare solo la biodegrada­
zione primaria. Si può in linea ·,di principio prevedere la 
applicazione di analisi quali COD, TOC ai tests dinamici 
con una certa difficoltà operativa. 

Inoltre data la notevole biomassa batterica non si 
può non tenere conto dell'adsorbi:nento e quindi del feno·· 
meno di bioeliminazione che si sovrappone a quello dj bio 
degradazione. 
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I metodi per la determinazione della degradazione biS!_ 
tic a possono inoltre essere suddivisi "in: 

a) diretti: nei quali si segue la scomparsa della sostan­
za in esame come tale 0 come D.O.C. (carbonio organico 
disciolto). Tali metodi possono essere applicati solo 
a sostanze solubili, poco volatili); 

b) indiretti: nei qualÌ si determinano l'ossigeno consum!! 
to o la co 2 prodotta dalla ossidazione della sostanza 
durante 11 test applicabili in linea di principio an­
che a sostanze insolubili). 

Nella tabella 1 sono riportati alcuni metodi, suddi­
visi in tests statici e tests dinamici, per la valutazio­
ne della biodegradabilità. In tabella 2 sono riportati i 
metodi revisionati ed approvati in sede CEE e quelli in 
via di revisione. In tabella 3 è riportata una suddivisio 
ne in metodi diretti ed indiretti. 

Prenderemo ora in considerazione i metodi approvati 
e revisionati in sede CEE. Tali tests debbono essere con­
siderati come 11 screening tests", Si tratta di metodi sta­
tic! diretti, indiretti o che prevedono la doppia possib! 
lità di seguire rtirettamente od indirettamente la degrad~ 
zione, Tali metodi prevedono una standardizzazione delle 
condizioni operative, ma a nosro avviso si possono fare~ 
cuni rilievi critici. 

La temperatura a cui condurre il test varia nel ran­
ge 20-26°C e sembra opportuno ridurre tale intervallo an­
che perchè in prima analisi non si rileva la necessità di 
operare a temperature dl.:fferenti nei vari tests. E' da no­
tare, in:fatti, che la temperatura può influire significa­
tivamente sul metabolismo dei rnicrorganisrni. 

Lo stesso appunto può essere fatto per quanto riguar 
da le soluzioni nutritive. Si può forse arrivare ad una 
unificazione di tale variabile con l'unica differenza che 
nei tests ave è prevista la determinazione del OOC come~ 
rametro analitico non vanno aggiunti altri elementi orga­
nici nutritivi oltre le sostanze in esame. In tabella4 r,! 
portia~o per esteso le composizioni del brodo colturale, 
nei cinque tests presi in considerazione. 

Un discorso più complesso va fatto a proposito del -
l'inoculo, In linea di principio, si può affermare che la 
tendenza ad operare con un inoculo misto è generale· In 
questo modo si prevede più facile il processo di selezio­
ne e quindi l'arricchimento di quei microrganismi che so­
no in grado di crescere nelle condizioni del test che spe§_ 
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so prevedonu l 'esistenza della sostanza in esame come uni­
ca fonte di C e di ~nergla. 

Una certa discordanza di opinioni esiste sulla oppo~ 
tunità di imporre un periodo di adatta~ento della flora 
batterica utilizzata poi come inoculo per la soluzione C<!! 
tenuta nella sostanza in esame. 

C'è comunque da tener conto della differenza nei tem 
pi di biodegradazione a seconda che si adotti o meno una 
coltura adattata. 

Infine va a nostro avviso ulteriormente valutata la 
opportunità di introdurre in modo sempre più consistente 
la determinazione del TOC (carbonio organico totale) nel­
la pratica dei tests di biodegradabilità (5,6). 

Si riporta infine uno schema logico per la corretta 
impostazione meto1ologica per la valutazione della biode­
gradabilità di una sostanza. 

3. CONCLUSIONI 

Dalla breve esposizione effettuata sul fenomeno del­
la degradazione biotica delle sostanze chimiche di sinte­
si, sono emerse alcune considerazioni critiche riguardan­
ti i tests annessi alla VI Modifica CEE, per la determin~ 
zione della degradazione biotica. 

Alcune limitazioni sono dovute alla difficoltà ne1la 
determinazione stessa della biodegradazione ed alle caren 
ze conoscitive sul reale sir,nificato da attribuire a ~ale 

parametro per una idonea valutazione del rischio per lo 
uomo e per l'ambiente. 

D'altra parte bisogna tener conto che tali tests,per 
il loro carattere generale,non possono che fornire eleme~ 
ti indicativi, quali, in una fase successiva, potranno e~ 
sere integrati con i dati ote~nuti con tests più specifi­
ci ed approfonditi per le diverse sostanze. 

Permane comunque la necessità, in un prossimo futu -
ro, di poter definire livelli di accettabilità per l'a bio 
degradabilità, elementi questi ritenuti determinanti in -
sieme ad altri per la salvaguardia dell'ambiente. 

Come già accennato, risulta infine evidente la neces-
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sità di ricorrere ad un metodo integrativo che consenta, 
ave sia necessario, di evidenziare il problema della de -
gradazione parziale e, con particolare attenzione, la i­
dentificazione degli intermedi di degradazione e la loro 
valutazione sotto il profilo ecologico. 

Alla luce di quanto sopra esposto si rende necessa -
rio richiamare l'atte~ione sia delle autorità che degli 
studiosi a proseguire approfondite indagini tese a colma­
re le carenze conoscitive e tecniche sopra menzionate. 

Il raggiungimento di tale obiettivo consentirà una 
migliore valutazione, attraverso il parametro biodegrada­
bilità, del rischio effettivo dei nuovi prodotti nei con­
fronti dell'uomo e dell'ambiente. 
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SCHEMA LOGICO POli LA V AllJTAZJoNE D~LLA BJOllEGI!Al>ABlLIT A' (X) 
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tabella 1 
METODI PER LA VALUTAZIONE 
DEllA BIOOEGRABILITA' 

L TEST 
METODI DURATA 
DI ANALISI DEl.. TEST T·c TIPO DI INOCULO 

l "'" 
TEST··STATICI 

,., ••••• o •••• , .. '"" " " ... """""' .. "'""" l '""'' 1-• .t.c.l "'"'"' 

l""""'-'"" ... . ...... ... ,. """ 
,,,,.,, .. ............ 

h <l 

""" TDC o •o<001 ...... ..... " " ' • '" •oli •• ''"'"' '"'"' .... . .. , .. 
" .... "'"" ''" .. ... u:, '"J'' ''""" 

', '"" '" ...... ro,. o,. ""· ····- '" ... " '"'"'"'" '"'""'"" .. '""''" ono'"'",. "" " .. """""' to di ''*" .. '"'' •• ""'"'' 
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Concentr. rif, 
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Tabella 2 
METODI REVlSIONATI ED ACCETTATI IN 

MF.TO:JO P!liNCIPI0 DEL MSTODO DURATA TEST 

AFNOR utilizzando '" sostanza '" esame o o- " gr.. 
1lodified '" sola sorgente " c •• ne segue '" eventuali determi-test 
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,_ 
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sEDE C.E.E. (E.E.C. Directive 79/831) 
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REVISIONE 
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tabella 3 

METODI PER LA VALUTAZIONE 

DELLA BIODEGRADABILITA" 

METODI DIRETTI 

DIE- AWAY (STCSD) 

MDDIFIED DECD TEST 

AFNOR 

ZAHN - UELLENS 

SUNCH - CHAF.3ERS 

SCAS 

HUS~1ANN 

POROUS - POT 

METODI INDIRETTI 

800 

co o 
m TI TEST 

STUAM 

CLOSEO BDTTLE 

.. 
( 
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~TABELLA 4 

SOfWZ{OilÌ nutritive 
!ELEMENTI 01 CRESCITA A FNOft STUR M OECD 
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Tabella 2 

A) Afnor test .. 
et - 0bt 

D t " 1 - x c, - cb, 
100 

degradazione espressa come diminuzione percentua·· 
le di o.o.c. 

c, " concentrazione iniziale d l D.O.C. (~g DOCili tra) 

et concentrazione di D.O.C. al tempo t 

cb, concentrazione iniziale di o.o.c. del bianco 

cbt"" concentrazione di o.o.c. del bianco al tempo t 

3) Sturm test 

La degradazione è definita come rapporto tra C02 pro -
dotta dalla degradazione della. sostanza nel test e co2 
che teoricamente dovrebbe essere prodotta in base al 
contenuto in Carbonio Organico della sostanza. 

C) OECD test 

Vedi A. 

D) Closed 3ottle Test 

'118 0:? consumato nel test/'TI~ sost~ % biodegradazione = 
T h OD 

za esaminata x 100 

oppure 

~ biodegr. ~ 'Tig o 2 cona. nel testtms sost. esam. x 100 
mg COO;mg sostanza esaminata 

E) MITI test 

~ biodegradazione 
300 -

ThOD 
3 

"' 100~ 



114 

% biodegradazione 
Sb - Sa 

Sb 
x 100% 

BOD deter11inato sperimentalmente, della sostanza: test 

B bianco (aoo) della soluzione alla quale non è sta 
ta aggiunta la sostanza in esame 

ThOD - richiesta teorica di o 2 per la completa ossida ·­
zione della sostanza in esame 

Sa residui della sostanza test al termine della pr~ 
va di biodegradabilità espresso in mg 

Sb ; residuo della sostanza test al termine della prQ 
va, in una soluzione contenente solo acqua T so­
stanza in esame; espresso in mg. 
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GLOSSARIO 

DEGRADAZIONE 
- processo che consiste bella demolizione della struttura 

di un composto. 

3IODEGRAOAZIONE 
- demolizione della struttura di un composto dovuta alla 

azione di microorganismi. 

3IODEGRADA3ILITA' 
attitudine di un composto ad essere degradato dai micro 
organis'lli. 

JIODEGRADAZIONE PRIMA~IA (o FUNZIONALE) 
- rimozione delle proprietà caratteristiche di un campo -

sto: in genere in seguito alla trasformazione o perdita 
dei gruppi funzionali. 

3IODEGRADAZIONE AM91ENTA~ENTE ACCETTA3ILE 
-rimozione delle caratteristiche più pericolose di un~ 

posto. Frequentemente corrisponde alla biodegradazione 
primaria. 

9IODEGRADAZIONE TOTALE 
- la trasformazione della sostanza in C02, H20, ossidi o 

sali di altri elementi presenti, e materiale cellulare. 

MINERALIZZAZIONE COMPLETA 
- in genere gli viene attribuito lo stesso significato r1e1:_ 

la biodegradazione totale anche se la mineralizzazione 
completa implica la degradazione delle nuove cellule far 
ma te. 

3IOELIMINAZIONE 
rimozione di un composto organico da soluzioni o sospe~ 
sioni acquose durante il trattamento biologico di un ef 
fluente, mediante processi non necessariamente biodegr.f: 
dativi come, ad esempio, la rimozione per adsorbimento 
su cellule microbiche. 

ACCLIMATAZIONE 
- i processi, includenti la selezione e l'adattamento,per 

mezzo dei quali una popolazione di un insieme di specie 
di microorganisrni sviluppa la capacità a degradare un 
particolare composto. 
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INOCULO 
- microorganismi che vengono aggiunti alle soluzioni del 

test. 

CO-METABOLISMO (o CO-OSSIDAZIONE) 
- 11 processo per mezzo del quale un composto normalmente 

non biodegradabile viene degradato in presenza di un al 
tra composto organico. 

METABOLISMO ANALOGO 
- speciale caso di co-metabilismo: qui la degradazione a~ 

viene solo in presenza di un composto organico avente 
una struttura simile, in modo da poter indurre 1 neces­
sari enzimi. 

INIBIZIONE 
-riduzione dell'attività metabolica dei ~icroorganismit2 

vuta ad effetti tossici del composto test o ai suoi ~e­
tabol i ti. 

DIE - AWAY TEST 
- termine applicato ad un insieme di tests di biodegrada­

bilità nei quali il decremento della concentrazione ini 
ziale della sostanza test viene seguito nel tempo. 

"TESTS OF READY 3IODEGRADA3ILITY'' 
- sono tests estremamente restrittivi. Si assume che una 

sostanza che dà un risultato positivo (facile biodegra­
dazione) in tali tests sarà rapirtamente e completa~ente 

biodec;radata nell'ambiente. Un risultato negativo non s.!_ 
gnifica necessaria~ente che la sostanza non ~arà biade­
gradata in condizioni nor~ali nell'a~biente. E' quindi 
necessario passare a controlli successivi. "Il composto, 
che è la sola sorgente di Carbonio Organico è esposto a 
una biomassa relativamente bassa. Per seguire il corso 
della biodegradazione vengono usati metodi non specifi­
ci. Dal momento che tali onetodi rispondono ad ogni- res.! 
1uo o intermedio di degradazione questi tests danno una 
indicazione della biodegradazione totale. 

"TESTS OF IN4ERENT 3IODEGRADAB1LJTY" 

- sono tests che prevedono una prolungata esposizione del 
la sostanza ai microorganismi. Il rapporto biomassa/so­
stanza è favorevole, co~i co'T\e tutte le altre condizio-­
ni del test. A causa delle favorevoli condizioni ·impie-­
gate la biodegradazione della sostanza nel test non si-

.. 
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gnifica necessariamente che la sostanza venga rapidamen 
te e facilmente biodegradata nell'ambiente. 

TEST DI SIMULAZIONE 
- tests nei quali la biodegradabilità della sostanza vie­

ne determinata in conqizionl che riproducono quanto più 
possibile quelle ambientali. 

TESTS STATICI 
- test in cui non è previsto il rinnovo della soluzione 

colturale per l'intera durata del test. 

TESTS DINAMICI 
- tests nei quali si~tua un continuo o intermittente ri­

cambio della soluzione colturale. 

9.Q.D. 
- Siochemical Oxygen Demand; ossigeno consumato dai micro 

organismi quando metabolizzano un composto. 

c.o.n. 
Chemical Oxygen Demand; ossigeno consumato durante la 
ossidazione di un composto con bicro'!lato in ambiente a::i 
cto a caldo. 

Th.O .O. 
- Theoretical Oxygen Demand; ossigeno richiesto per ossi­

dare completamente un composto. Il calcolo teorico vie­
ne effettuato dalla sua formula di struttura. 

o.o.c. 
- Dissolved Organic Carbon; LJ.Uantità di carbonio pr~sente 

nella soluzione acquosa di un composto organico. 

T.Q.C. 
- Tbtal Organic Carbon; quantità di carbonio organico pr~ 

sente nella soluzione/sospensione di un compo~to organ~ 
co. 


