METODI TOSSICOLOGICI PER L'ALLEGATO V DELLA DIRETTIVA

M.T. VAN DER VENNE
Direzione Generale V della CEE, Luxembourg

RIASSUNTO. - La Comnmissione delle Comunitd Europee ha par
tecipato fin dall'inizio ai laverl dell'OCSE sull'elabora
ziche dei metodi di tossicltad a breve & lungo termine,che
hanne condotto alle "linee-guida dell'OCSE™.

I metodi tossicologici dell'Allegato V della 6~ Modl
fica della direttiva sulle sostanze pericolese sono statil
redatti da un gruppo di espertl nazionali.

I metodl corrispondenti al dossier di base sono sta-
ti definiti ed approvati dagli Statl membri.

Vengono ricordati alcuni dettagli significativi di
questi metodi.

L'immissione sul mercato di nuove sostanze adeguata-
mente etichettate e classificate rappresenta una garanzia
per evitare una dispersione incontrollata di sostanze che,
pur essendo utili per la qualitd della vita, possono rap-
presentare un certo rischic per la salute o per l'ambien-
te. La valutazione del rischio/beneficio é di competenza
deglil Stati membri.

Per assicurare sia l’'assenza di ostacoll tecnici agli
gcambi che la protezione sanltaria della popolazione su -
scettibile 41 esposizione, & auspicablle che le vedute sla
no 11 pit possiblle armonizzate in questo campo, ed in
particolare per 1 metodi tossicologicl.




Questa esposlzione si limita a gquesto argomento.

Dal 1976 la Commissione & impergnata nell'elaborazio-
ne delle linee direttricl per la valutazione di composti
sottoposti a tests tossicologicl, € nell'organizzazione &
un Cecllogquio Internazicnale tenutosi quest'anno a Lussem-
burgo su "The evaluation of toxicological data for the
protection of public health" (EUR 5727).

In altre organizzazicnl internazionali quale 1'OMS e
il Consiglio d'Europa questl problemi eranoc ugualmente con
siderati.

Piu specificamente, nel quadro dell'0QCSE in cui la
Commissione ha partecipato sin dall'inlzio ai Gruppl di
lavoro dl tossicologia a breve e lungo termine, ed ha col
laborato all'elaborazione delle linee direttrici per la
tossicologia, la Commissione ha trovato la sede che per -
mettesse gli scambi fra i vari Paesl che vl partecipano,e
soprattutto gll Stati Unilti, 11 Giappone, 1n vigta del rji
conoscimente reciproco delle informazioni che permettereb
bero l'eliminaziona degli ostacoli tecnici agli scambi, e
tenuto conto dei tests effettuati, della valutazione de -
gll effettl sulla salute.

La Commissione non desldera favorire 1'useo indlscri-
minato dei tests sugli animali, ma, pur incoraggiando lo
sviluppo dei tests in vitro o sostitutivi, occorre ricong
scere che alcuni tests non possong ancora essere sostitul
ti.

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

In tuttl gli ambienti il dossier di base # stato ri-
conosciuto valido per ia notifica delle nuove sostanze chi
miche e la valutazione dei periceli per la salute umana.

Tutti 1 metodo biologieci hanno 1 lore limiti, tutta-
via le opere di riferimento per la tossicologla, l'espe -
rienza acquisita da Jquesta scienza in evolugzilone e gli
effetti osservati sull'uomo hanno permessc di confermare
ltutilita dei tests che sono stati sviluppati nell’ambito
delia Commissione e dell'OCSE.

V¥al la penia ricordare i diversi metodi del dessier i
base:

- tossicitad acuta orale, cutanea, inala*oria ner dosaggio
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unice della sostanza da provare con, nella descrizione
del metodo, un test limlte che consentirebbe di trarre
alcune conclusionl sullo svolgimento successivo del tam
da effettuare. La direttiva prevede due vie di sommini-
strazione 1n cui una @& quella orale, e la loglca impone
che per 1 gas e le sostanze volatili sia utilizzata la
via 1lnalatorla, Nel metodo vengono indicati un numerod
dettagli sufficienti’ad asslcurare una armonizzazione
nella procedura pur conservando la flessibilitd necessa
ria. Tale flessiblilltd viene richiesta da tuttl i tossi
cologi che effetuano questo tipo di sperimentazione ani
male. La massima importanza viene accordata agli effet-
ti osservatl e ad una adeguata e completa redazione del
rapporto sul test effettuato;

- tosslclta orale, cutanea ed inalatorlia per dosaggio ri-
petuto della sostanza per un periode fissato dl 28 glor
ni. Gl1 effetti osservati in seguito a guesta sommini -
strazione ripetuta forniscono informazioni utilli quall
1l possiblle accumulo della sostanza ed I suo metaboll-
smo allo stadio elementare;

- l'irritazione cutanea ed oculare presenta un grande in-
teresse per 1l pericolo che rappresenta 1'esposizlone a
tanea nell'uomo e quella acclidentale oculare di una nuo
va sostanza ed & la base per l'etichettatura 41 queste
sostanze.

La reazione di sensibilizzazione cutanea presenta u-
gualmente informazioni utili per l'esposizione della popo
lazione.

Gli esperti nazionalil hanno selezionato 11 "Test di
massimizzazione su cavia" per la sua larga diffusione e
le sue possibilitd di determinare le sostanze potenzial -
mente sensibllizzantl per la pelle umana.

I tests preliminarl di mutagenesi sono stati scelti
in funzione dell'esigenza del dossier di base, che preve-
de un test procarioctico ed eucariotico con e senza attiva
zione. 51 tratta del test della Salmonella typhimurium e '
del test "in vitro" cltogenetico. Altri tre tests redattd
nel quadro dell'QCSE sono stati ugualmente adattati e re-
datti dagli esperti nazionali, e comprendono il test su
E.coli, 1l test citogenetico "in vivo", il test del micro
nucleo.

L'Allegato VIII dovra essere ulteriormente considera
to ora che 1 tests relativl all'Allegato VII sono stati
finalizzati. I principi indicati nelle linee direttrici
del1'0OCSE, cosl come per 1'Allegato V11, serviranno come
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base per la redazione dei metodi. Si tratta principalmen-
te del test a 90 giorni, delio studic a lungo termine,del
la cancerogenesi a lungo termine, dello studic sulla ri -
produzione, della teratogenesil, ecc.

I tests ulteriori di mutagenesi dovrannc essere de-
scrittl come per 11 dossier di base e la lerc sequenziali
t4 dovra essere considerata in funzione dei livellil 1 e 2.

Concludo qui questa breve introduzione sugli aspetti
generali dei metodi tossiceologici dell'Allegato V. Vorrel
approfittare di questa occasione per ringraziare gli esper
ti nazionali che hanno collaborato in maniera ammirevole
alla redazione dei metodi tossicologici e che, con un la-
voroe lntenso e difficile, hanno permessc che guesti meto-
di wvengano approvati dagli Stati membri.

Vi ringrazio per la vostra attenzione.



PROPR}ﬁTA"FISICO-CHIMICHE

5. CAROLI, R. BINETTI, F. PETRUCCI
Istituto Superiore di Sanita, Roma

RIASABUNTO. - Quanto prescritto nell'Allegato VII della &7
Modifica della Direttiva C.E.E. sulle sostanze pericolose
in materia di caratterizzazioni fisico-chimiche costituil-
sce nel sue 1nsieme unco strumento di notevole versatilita
per poter stimare in via preliminare da un lato l'impatto
e la distribuzione di nuovi prodottil chimici nell'ambien-
te, dall'altro i rischi di reazicni chimiche violente con
nesse con la loro manipolazione. Nell'ambito del prime ob
biettivo rientrano il punto 4i fusione, 11 punto di eboli-
lizione, la densitd relativa, la tensione dl vapore, la
tensione superficlale, 1'idrosolubiliti, la lipeosolubili-
td ed il coefficiente di ripartizicne n-ottanoclo/acqua,
mentre l'infiammabilitd, 1'autoinfiammabilita, 1l'esplosi-
vita, e le proprietd ossidanti si inquadrano sotto la se-
conda prospettiva.

L'Allegato V nella sua stesura definitiva conterra a
sua volta 1 metodl per la determinazione dei parametri aud
detti. Sin da ora & comunque posslbile constatare che la
intera struttura & sufficientemente flessiblle per adeguar
si ad esigenze concrete e garantire la massima economia
compatiblle con l'esecuzione di prove scientificamente at
tendibili. Alcuni dei punti pih delilcati connessi con que
ste determinazionl sono ravvisabili nel grado dl accura -
tezza con cui le misure devono essere condotte e nella pu
rezza delle sostanze da esaminare. In ogni caso risulta e
vidente che ambedue i1 requisiti citati sono commisurati
all'esigenza d1 ottenere dati ragicneveolmente predilttivi
dal punto di wvista della protezione ambientale., Un tale
traguardo ¢ raggiunto dalla Direttiva 79/831 in manieraef
Ticace e non eccessivamente onercsa per il notificante.Il
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tunitense e legislazione europea al fini di un reciproco
riconoscimente., le proprietd fisico-chimiche prescritte
dalla Sesta Modifica ed i metodl relativi alla loro deter
minazione gi igirano in larga misura a quanto elaboratoe in
quella sede, cun le modifiche tuttavia che le differenti
finalitd delle due crganizzazionl rendevano indispensabi-
1li. Il numero delle grandezze fisico-chimiche richiesto
dalla Sesta Modifica & cosl soltanto di 13, se si escludo
no dal lero noverc alcuni parametri di cui si dird pol a
parte, riducendo tra l'altro, ove possibile, quello deime
todi da adottare per le rispettive determinazioni. Va sot
tolineato senza ambiguitd che questo non comporta alcuno
scadimento apprezzabile delle capacita predittive delle
prove nel lecro insieme, mentre viene raggiunto 1'obbietti
vo certo non trascurabile di snellire non indifferentemen
te il carico dei dati richiesti al notificante.

L.e Tabelle 1 e 2 seguenti riportano le proprieta ri-
chieste, suddividendole 1n due gruppi principali. rispet-
tivamente dedicati a quelle pit rilevanti sotto il profi-
lo identificativo e della diffusione nell'ambiente, ed a
quelle che invece trattano e definiscono in modo plla spe-
cifico il rischic di viclente reazioni chimiche nelle nor
mali condizioni ambientali. Per ciascuna proprieta vengo-
ne inoltre riportati i metodi che, anche se con gqualche
frangia d'incertezza, saranno quelli dettagliati nell'Al--
legato V.
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TAVOLA 1
Caraniaristiche Fislco-chimiche Riloveod al Find dell‘ldandficasions & deHa Mobifith nell*Ambienta
Proprieth Matodl Previsd Rilevanza per 1a Valwtasioos della
Mobilith | Degradazions ] Accurwmlasions
Pusto o Intervalle | 1- Tramise capiliare: a) in bagno ren
di Fusicos (*C) tiscaldante, b) i Moceo riscal-
dante, c} con fotace])ay
2 - Tramise piasra riscatdante
2} con apparscchio di Koller,
b} con microscapio a fosione,
©) principio dal manisco;
3 - Solidificasions dst fmo.
Puito od Intsrvallo 1- Tramite etwlliomedo; § - hie- ka0
4L Evollixicss (°C, todo dinamico; 3 - Distillazions;
s prestiond nota) 4- Swalobofl; 5- Con fotoceils,
Dansith Relativa 1~ Per sostan e Liquide: &) o8- bl
mite idrooexos b) cob bilincia
{Dro’ {pet i {dzostarica;s c} ad immerdone H
« solldl} sfern; 4) con plcoomemo; s} con
densimetre 8 vibeaxone;
2 - Por sos1anss sollde: s) com bi-
lancis idrostatica: b) con picoe-
memo; ©) cobl picnomewo & §al,
Temions & Vapore 1- Metodo dinamico; 2 - Meto- bl e *
(Pa, & mmperanxe do maticoy 3 - Con Boteniscoplo;
naA) 4= Con'bilapcia & wraions dl
vapore; § - Tramite satarasions
4 g,
Tentions Superficlals | 1 - Metodo di Withelmy; 2 - Me- 0 " *
-1 todo di Leonrd; 3 - Merodo dad-
oy o) :':"::__ Vasallo; 4~ Metodo dell’anello
. ) mcando 1a modifics delIOECI
Idrosolubilith 1- Tramite eluisiont w colon- bl e »
(m'l-l' ate .- o0s3 2 - Tramite dibattimento IR
s nota) palioos,
Ciposalwbilish {mg 1- Per dibattimento In pallons ] LL]

pec 100 g 4 solven-
1%, & temparatoes
P T ]

Coefficieasm 4 M -
pHizion a-otth-
oolo/acqua

1- Trammiw dibattimente deils
dua [,

L4

E L1 ]

(Y& alevasy %, iptarroedia; P, modens)
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TAVOLA 2

Caratteristiche Fistco-chimithe Rllevanti ai Fini dell’Accertaments de) Rischio €1 Reagioni Chimiche Violente

Propeisth

Metodl Previsti

Omecvazion

Punto & Infismymabilicy
(*C)

Infiammabilia (°C)

Esplocivith

Autoinfiammabllith
)

Proprietd Comburent;

1-1In condizion di equilitvio;

.2-In condizioni & non - squilibrio.

A} - Scintlia in cilindeo i varto;

B} - 1: per immerione; ¥: camdie
potizionamenio su carta da fllgo In
acqua; 3: per gocelolamento sullz
totlanza; &: per gocciolaments in
recipicare chivo;

Cy- Tramire miswa della veloci di
propagazione della combmtione,

1- Per caduta di wn peso; 9 - Per
innesco con una flamma; 3 - Per

sregamento su piano 4t percellana,

1 - Pes coatario can uns superficie
calda (ga e liquidi); 2- Per tiscal-
damento in atufa {solidi ¢ Hiquidi).

Tramite misucs della velociih df
combustione dells sostansa im mi-
scela con an combustibile,

Determinasionl da eseguire in
vaao aporto ad in vaso chimo,

A)= PeT sostanse gamcae

D) - Per sstanst Ugquide o solide
che syiluppano gas altamente
InfiammabiH s contatic con
1'scqua o I'stia umida;

C} - Per soetanze sollde jnfiammas-
bill soio dopo innesco.

Distinta In saplocivith in seguito
sd w0, per riscaldaments e per
sfregamento.

Distinta in suroinfismmabilitk
(gas e Nquidi fortemente vola-
1§} ed autoiguizions (per L -

quidl « solidl),
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La figura 1 a sua volta da una indicazione immediata
di qualil paramentri sla utile disporre prima di affronta-
re la misura di una gqualungue delle proprietid del primo
gruppo, chlarendone nel contempo le interdipendenze. Un
apnalego schema non viene riportato per le proprieta del
secondo gruppo, poiché le suddette correlazioni sonc mol-
to pid limitate e saranno menzionate di volta in voltarel
le sezloni corrispondenkti.

Allo scopo di meglio dettagliare le informazioni ri-
portate nelle tabelle e nella figura, i paragrafi seguen-
ti prendono in esame le singole proprieta per quanto con-
cerne alcuni aspetti di maggiocre interesse, senza peral -
tro entrare nel merito di una illustrazione particolareg-
giata di tutti 1 metodl, che potra in ogni caso essere de
sunta dal testo dell'Allegato V stesso.

3. PRIMO GRUPPO
3.1. Punto od intervallc di fusione

Determinazioni di questo tipo non offronce particola-
ri difficolta operative, e la scelta di metodl fornitidal
1'Allegato V copre con sufficiente amplezza le diverse e-
venienze che possono verificarsi in pratica. Un'estesa Sg
rie di norme standardizzate da parte di organizzazioni aia
1i 1'ASTM, il DIN o 1'ISO, consente inoltre di accedere
prontamente a tutti i dettagll tecnici che dovessero rive
larsi necessarl per upa corretta esecuzione della prova.
Non va comungue sottovalutato i1 fatto che l'uso di mate-
riali di riferimento riveste un ruolo primaric e che il
gradoc di purezza delle sostanze esaminate diviene determi
nante per l'utilizzazione del parametro in oggetto a fini
identificativi. Tali problematiche sono del resto comuni
a tutte le proprietd di questo primoc gruppo, anche se in
maniera diseguale, e sSe ne darid pertanto una valutazione
complessiva nella parte finale di questa trattazione. Per
il punto di fusione vale la pena di sottolineare invece
che nel complesso 1 metodi previsti dall'Allegato Vv con -
sentono misure con una accuratezza compresa tra £0.5°C e
+0.1°C, e che cld & piu che sufficiente per gli scopi con
templati dalla Direttiva, senza rendere la determinazione
stessa eccessivamente complessa ed onercsa. Le apparecchia
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ture necessarie sono largamente diffuse e di grande sem -
plicité d'uso, fatto salvo il principio a cul prima si agc
cennava di una loro accurata calibrazione periodica (3).

3.2, Punto od intervallo di ebollizione

Consliderazionl del tutto analoghe a quelle fatte per
le proprietd precedentl valgono anche in questo caso. Va
tuttavia debitamente rilevato che l'usc di blocchi riscal
danti con determinazione fotoelettrica della temperatura
relativa al passagglo di stato offre la possibilitd di ap
plicare la stessa apparecchiatura tanto per determinare il
punto di ebellizione quantc quello ¢i fusione, e che inol
tre la procedura & suscettiblle di una facile automatizza
zlone, con conseguente economia di tempo da parte dell'o-
peratore ed incremento della riproducibilitd delle misurs
Il metodo dinamico a sua volta implica la misura della tem
peratura di ricondensazione del vapore tramite una termo-
coppia posta nella zona di riflusso, con possibilita di
variare la pressione di lavore. Cid rende questo procedi-
mento plenamente in grade di effettuare anche misure di
tensione di vapore. Il grado di accuratezza presentatodai
cinque metodi raccomandati per questo parametro varlia da
circa £t 1 - 2 °C a t 0.3 °C, del tutto compatiblle con le
esigenze di una determinazione attendibile sl, manon trop
pe complessa.

3.3. Densita relativa

Questa grandezza adimensionale & intesa come il rap-
porto tra la massa dell'unitd di volume della sostanza in
esame € quella dell'acqua a 4°C., I sei metodl descritti
dall'Allegato V si appilcano o a sostanze solide o a so -
stanze liquide, od infine ad entrambe, come nel caso del-
la bilancla ildrostatica e del picnometro. La densitad dei
gas non viene invece richiesta. Nel loro assieme questime
todi sonoc in grado di garantire 1'esecuzione di m sure suf
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ficientemente accurate sia per sostanze solide indipenden
temente dal lore stato di aggregazione (cid risulta di no
teveole importanza se si considera che molte sostanze orga
niche si presentano sotto forma particolata od amorfa),
sia per liquidi in un ampioc intervallo 4di viscosita dina-
mica (da 5 a 500 Pa s circa).

Non va inoltre dimenticato che tale parametro permet
te di valutare se un determinato prodotto abbia o menoc la
tendenza a mantenersi alla superficie delle acgue con cui
viene a contatto, e di conseguenza, prescindendo dalla sua
reagibilita in questo mezze, quale sia la dispersione a
cui prevedibilmente dara luogo. Poiché la proprietd inaque
stione non & particolarmente utile come prerequisito per
la corretta valutazione di altre grandezze, né risulta ap
prezzabilmente influenzata dalla presenza di lmpurezie,la
sua misura si pud certamente ritenere tra quelle menc im-
pegnative della Sesta Modifica.

3.4, Tensione di vapore

A differenza del caso precedente, per questa proprie
ta le difficoltd e le implicazioni non scno certo di lie-
ve momento. I cinque metodi riportati nella Direttiva so-
noe in verita in grado di ricoprire un intervallo estesis-
simo, da 1073 a 10° Ppa, ognuno di essi avendo un suo pre-
ciso campo applicativo ottimale. Tra di essi almenc due,
vale a dire quello basato sulla bilancia a tensione di va
pore e gquello cosiddetto a saturazione di gas, richiedono
personale dotato di grande esperienza e strumentazione di
notevole delicatezza (4). Se a ¢i1d 81 agglunge ancora il
fatte che le misure sono assal sensibili alle impurezze
presentl, sl comprendera bene come tale determinazione deb
ba essere condotta con 1l'adozione di norme stringenti per
garantire un risultato attendiblle, il che del restoé pie
namente giustificato dalia innegabile importanza dellapre
prietd in oggetto ai fini della sua pericolositi sotto il
profilo della velgcitad di dispersione nell'atmosfera.

Il grado di incertezza intrinseco a questo tipodi mi
sure & a grosse linee inversamente proporZionale al valo-
re della tensione di vapore stessa, variando da cireca f1%



85

a 10*5 Pa fino anche a t50% a 103 Pa. Va segnalatoche in
particolare il metodo dinamico & suscettibile di essere g
plicato anche alia determinazione del punto di ebollizioc-
ne, # che informaziond sulla strutturs della soptanza so-~
no di grande ausilioc per una ascelta adeguata del metodo
pla adatto per un’efficace easecuzione del saggio.

Va ancora detto che non v'é@ contraddizione tra la ri
chiegta esplicltamente fatta nell'Allegato VII d1 riporta
re almeno due valori di tensione di vapore a due diverse
temperature ¢ l'asgerzione fatta nell'Allegato V per cul
le mizure debbono easere indicate per almeno tre tempera-
tuyre, Infatti, i tre puntl sono necessari per giludicare la
linearith della dipendenza del logaritmo della tensicne d
vapore dall'inverso della tempsratura assoluta, vale a di
re per avere una riprova della corretta applicazione del
metodo prescelto alla soatanza in esame. Accertato questo
e datane notizia nel rapporto tecnico che accompagna la
notifica, & poi chiare c¢che due soli valori sono sufficien
ti ad individuare 1'andamento della grandezza in esame n
la temperatura.

3.5. Tensione superficiale

Limitata al caso di soluzioni acquose e non di ligui
di puri, o meno che mal discilolti in altri solventi, coma
& intuibile in considerazione delle finalitd ambientall a
cui la grandezza in oggetto deve soddisfare, va subitodet.
to, analogamente a quanto rimarcato per la densita relati
va, che tutti } metodl riportatl sono in grado di fornire
risultati pidt accuratl di quanto non sia necessario perla
valutazione del rischio amblentale (vals a dire anche fi-
ne a * 0;1 mNm~1)}, Da quests angolqzione la presenza di
impurezze non & rilevante per la determlnazione stessza,
mentre lo sono assal dil pill 1‘'accurata pulizia e taratura
delle varie componenti dell'apparecchiatura utilizzata per
misurare la forza con cul 1la soluzione acquosa tende a man
tenere la propria configurazione di minima energila.

Quale sia l'importanza di questa proprieta nella sti
ma di come possonc esasere alteratl i delicatl. equilibriin
terfacciall delle pareti cellulari in un mezzo acquoso,
con conseguente possiblle aumento dell'effetto tossico di
una sosatanza attiva, non pud certo essere disconoaciuto.
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Tale proprieta risulta inoltre molto utile per valutare =
la sostanza investigata agisca come emulsionante per al-
tre. Una corretta Iimpostazione del saggio richlede infine
la disponibilitad a monte di informazioni circa la solubi-
1itad in acqua della sostanza, la sua struttura, la concen
trazione critica micellare ed 11 comportamento all'ildroli
si.

3.6. Idrosolubilita

La misura di questa grandezza, fondamentale per arri
vare ad una prima stima della diffusione nell'idrosfera e
del rischio ambientale conseguente, & contemplata nell‘'Al
legato V tramite due diversi metodl, a seconda che la so-
lubilita della sostanza si trovi al d¢i sotto o al di so -
pra di un valore limite fissato intorno a ;0“2 gl-1l, Su
entrambi la presenza di impurezze ha un pesc neotevole: ba
sti pensare a quali falsl risultatl pud portare la presen
za di piccole quantitd di un compeonente molto meno solubli
le della sostanza in esame. Ragglunta la condizione di sa
turazione con l'unc ¢ con 1'altro, vale a dire o per di -
battimento in pallone o per eluizione su colonna, la scel
ta del plla opportunc metodo analitico per la valutazione
della concentrazione della sostanza nella soluzione & la-
sciata a discrezione dell'operatore, che pud far ricorso
a procedimenti gas-cromatografici, coltammetrici, titrime
trici, etec., con gradl di accuratezza notevolmente varia-
bili.

La costante di dissociazione, 11 comportamento alla
idrolisi, e la tensione 4i vapore sonc dati utili per 1la
organizzazione della prova..lLa ripetibilita delle misure
non & generalmente migliore del 15 - 30%, anche se cld &
sufficlente per gli scopl per cul esse sono richieste.

'

3.7. Liposolubilita

L'unico metodo previstd dall'Allegato V si basa so -
stanzialmente sulla saturazione per agglunte progressive
della scostanza in un grasso liquidoe standard, e sulla de-
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terminazione della concentrazione ad e¢ssa relativa con un
qualunque procedimento analitico, come riportato nel para
grafo precedente. Anche nel caso in esame 1'influenza del
le impurezze & tale da alterare profondamente i risultati
sperimentali. Ma il fatto di maggior spicco & senz'altro
legato al tipo di grasdo liquido utilizzato. Grassi sinte
tici sono di gran lunga preferibili, polché la loro compo
sizione ¢ esattamente nota e riproduciblle, e la lorc sta
bilitd chimica elevata. Cid consente una faclle standar -
dizzazione della metodica e quindi un immediate confronto
del dati concernentl sostanze diverse. Il significato di
questa determinazicne va posto nel gilusto rilievo, dal mo
mento che essa integra ed estende la portata del coeffl -
clente di ripartizione (o lo sostituisce addirittura quan
do non & fattibile la misura di quest'ultimo), cosl per -
mettendo una stima della quantita totale di sostanza che,
indipendentemente da fenomenl assoclativil o dissociativi,
& in grado dl dar luogo ad accumulazione in organismi vi-
venti. Struttura, stasbilita termica, coefficiente di ri -
partizione, e solubilitd in acqua sono dati la cul cono -
scenza agevola notevolmente la determinazione stessa.

3.8. Coefficlente di ripartizione n-Qttanolo/Acqua

L'ultima delle proprietd di questo primo gruppo & sen
z'altro quella pid rilevante dal punto di vista delle pos
sibili correlazioni tra proprietd fisico-chimiche e atrut
tura delle sostanze da caratterizzare (5, 6). In termini
estremamente conelsi, il coefficiente dl ripartizione wva
determinato valutando le concentrazioni del prodotto chi-
mico nelle due fasi, acguosa ed organica, quando esse so-
no all'equilibrio. Le problematiche relative, sia pericri
teri di purezza necessaria ad una attendibile conduzione
delle prove, 3la per i procedimenti analitici da implega-
re, non 3i discostano naturalmente da quelle gid accenna-
te per la solubllitd in acqua. Altre considerasioni con -
tribuiscono tuttavia a rendere ancora pilt difficoltosa la
determinazione di questo parametro. Il raggiungimento di
un effettivo equilibrio tra le due fasl, e la necessitid
evitare 11 formarsi di emulsioni e di conoscere se e qua-
1i fenomeni associativl o digsoclativi possono avvenirs,
sono gli elementl d1i cul bisogna maggiormente tenere con-
to affinché la determinazione di questa grandezza sia at-
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tuabile con successo. In guesto senso contribuiscono note
volmente la cohoscenza preliminare della costante di dis-
soclazione, della sclubilitd in acqua e della tensione su
perficiale.

4. SECONDO GRUPPO

Le proprdeta fisico-chimiche che appartengono a que-
sto gruppo, distinte dal precedente per le ragioni espo -
ste all'inizio, sono caratterizzate tra l'altro da unapll
complessa dipendenza dalle grandezze termodinamiche prima
rie, € necessitanc pertanto della precisazione di uh mag-
gior numero di fattori concorrenziali affinché la loro de
terminazione possa essere ritenuta univoca e confrontabi-
le con quella di altre sostanze. Queste implicazioni con-
dizionanoc 1 metodi che per esse sono riporati nell’Allega
to V e che di conseguenza devono essere codificatl inogni
loro aspetto anche minore.

4,1, Punto di infiammabilita

Definito come la temperatura pil bassa, a pressione
normalizzata, alla quale il camplone In vaso chiuso svi -
luppa vapori in quantitd tall da riuscire a formare unami
scela con 1l'aria suscettibile di infiammarsi, esso pud eg
-sere determinato con metodi riconducibili alle due catego
rie di guelli in condizionl di equilibrioc e di quelll in
condizioni di non-equilibrio. Amplamente standardizzatl
istituti speciallzzati, essi utlilizzano apparecchiature
ben note, qualili quelle di Abel, Abel-Pensky, Tag o Pensky
-Martens. Si deve ancora tenere presente che 1l'Allegato V
richiede la conferma delle prove esegulte tramite 1l pri-
mo tipo di metodl con un metode del seconde tipo, e vice-
versa, gualora il punto di infiammabilitd risultl essere
rigpettivamente 0, 21 o 55 °C (X2°C). La ragione di cid &
facilmente intuibile se si considera che queste temperatu
re sono gquelle scelte come discriminanti per la classifil-
cazione delle sostanze in differenti categorie dl infiam-
mabilita. Pati sull'esplosivitd sono ritenuti utili invia
preliminare.
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4.2, Infiammabillita

I metodi relativi a quasta proprietd sono articolati
in tre parti, a seconda che: a) la sostanza allo statogas
soso rilsultl inflsmmabile in miscela con. l'aria; b) la sg
stanza allo stato solido o liquido sviluppl gas altamente
intiammabill quando vengano a contatto con 1'acqua; c¢) la
sostanga allo stato solldo pulverulento, pastoso o granu-
lare s3ia altamente infiammabile. In ogni caso 11 prodotto
in esame non deve dar luogo ad autolgnizione per semplice
contatto con 1varia. Nella prima evenienza, una concentra
zione nota di gas in aria viene introdotta in un cllindro
di vetr?> e sottoposta a scintilla elettrica; 11 rapporte
di concentrasione rispetto all’aria viene guindi gradual-
mente variato fino all'eventuale ottenimento dell'accen -
sione. I guattro procedimentl previsti per 1l caso b sono
tutti riconducibili, anche ss con modalitd diverae, alla
osaservarione della eventuale combustione deil gas che sl
formano quando il prodotto reagisce con ltacqua. Nel caso
¢ invece, il solido, compresso in forma di parallelepipe-
do retto a sezione triangolare di misure convengionali qua
lora granulare o pulveroclento, o semplicemente stendendo-
ne uno strato su di un adatto suppeéerto se pastoso, viene
acceao ad un estremc. Il saggio viene considerato positi-
vo se la velocitd di propagazione della combustiones & su-
periore ad un valore prefissato. La conoscenza delle pro-
prietd esplosive del composto agevola l'asecuzione della
prova.

4.3. Esplopivita

Dei tre tipl di saggi previsti a questo proposito,co
me riportato nella Tabella 2, 1l terzo & ovviamente appil

cabile solo a solidl, mentre gli altri valgono anche per
i liquidi. L'Allegato V descrive dettagliatamente le aspe-
cifiche degli apparecchi da utilizgare per 1'accertamento
della suscettibllitd all'esplosione per percuasione trami
te caduta di un peso, per riscaldamento con fiamma della

soastanza contenuta in un tubo di accialo, o per sfregamen
to realizzato tramite un perno di porcellana agente sulla
sostanza a sua volta posta 3u un pilatto anch'essc di por-
cellana. Quale termine di diseriminazione, & stato indica
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to il dinitrobenzene, tutte le sostanze pil sensibili di
questa ai saggi descrittl essendo ritenute esplosive.Que-
sta scelta & motivata dal fatto che il dinitrobenzene era
gid stato selezionato come sostanza di riferimento per gli
esplosivi nell'articeolo 2(2.a) della Sesta Modifica.

4.4, Autoinfiammabiiita

I1 dettato dell'articole 2(2.d) della Sesta Modifica
parrebbe non lasciare adito a dubbi circa la natura delle
sostanze autoinfiammabili, intendendesi con cid quelle che
sono talmente reattive al contatto con l'aria da dar luo-
g0 ad una immediata combustione con sviluppo di fiamma.
senza che venga apportata energia dall'esterno. Sotto que
sto profilo non sarebbe necessario alcun metodo per esegui
re una tale determinazione, essendo sufficiente la sempli
ce osservazione diretta.

D'altra parte ¢ noto che molte sostanze, se ilmmagaz-
zlnate in grossi gquantitativi, possono dar lucge a proces
si di decomposizione pili o meno lenti, con sviluppo d4i ca
lore tale da superare il valore di soglia per 1l'infiamma-
bilita. In questo senso l'Allegato V raccomanda, per gas
o vapori, 11 ricorso a metodi standardizzati (come ad e-
sempio 1'IEC 79-4), in cui si fa uso dipiastre riscaldate
progressivamente fino a che avvenga l'autolgnizione. La
temperatura ceorrispondente &€ il parametro da registrare.

Per liquidi e solidi l'auteignizione €& una conseguen
za del fatto che la reazione della sostanza con l'ossige-
no atmosferico sviluppa calore ad una velocitd superiore
a quella di smaltimento all’esterno della massa, con la
conseguenza che la temperatura interna del campione sale
progressivamente, fino al prodursi della combusticone c¢on
fiamma. Il procedimento riportato dall'Allegato V implica
pertanto il collocamento di una quantiti prestabilita di
sostanza 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 stufaquan
do quella interna del campione & di 400°C viene presa per
definizjione come misura dell'autcoignizione. E' ovvie che
un saggio del genere va condotto sotto condizioni massima
mente standardizzate per essere riproducibile, dipenden -
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do, ad esemplo, 1la velocitd di smaltimento del calore dal
la massa totale del campione e dal suo stato di aggrega -
zlone.

i
4.5..Proprieta comburentl

Per quest'ultima caratterizzazione, 11 metodo previ-
sto dall'Allegato V richlede la preparazione di miscele in
diversi rapportl della sostanza da esaminare con una com-
bustibile rigorosamente standardizzata (segatura di legno
o tellulosa polverizzata, entrambe con precisi requisiti).
Le miscele cosl realizzate vengono pol compresse in forma
di prismi triangolari di misura prestabilita, e riscalda-
te con fiamma ad un estremo. La velocltd di propagazione
della fiamma in dipendenza della percentuale di combustihl
le presente permette di stabilire se la sostanza in ogget
to & o no da conslderarsi comburente, il dicromato di so-
dio egssendo sceltoqale riferimento. Anche in questo caso,
la confrontabilitd deil dati & imperniata sul rispetto di
tutte le specifiche necessarie.

S. CONCLUSIONI

Dal novero delle proprietd sopra elencate sono esclu
se alcune caratterizzazioni che, pur se fisico-chimiche &
senso stretto, sono tuttavia inquadrate in altri contesti.
In questo senso vanno intesl 1 datli spettrall UV, IR ed
NMR {Allegato VII, 1.3.5), preziosi per 1l'ldentificazione
univoca d4i una sostanza, la cul determinazione 2i basa tut
tavia su procedimentl tanto entrati nella comune pratica
di laboratorio da non richiedere alcuna specifica circa i
metodl da utilizzare. La degradazione ablotica a sua vol-
ta finisce per essere centrata su prove ¢l comportamento
alla idroiisi. Prove di adsorbimento-desorbimento sono in
fine previste al Livello 2 dell'Allegato VIII nella sezio
ne dedicata all'ecotossicitd, subordinatamente alla scar-
sa degradabilita della svstanza. Ma a parte queste ecce -
zioni, le considerazioni finora fatte per le singole pro-
prietd possono essere tutte ricondotte a pochl punti fon~

4 — Min Sanith - Annali dell'Tst, Sup. Sanita, ¥ol 17,
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damentali cosi riassumibili:

i) sebbene ridotte nel numero, le caratterizzazioni
fisico-chimiche previste dalla Direttiva 79/831 sonc hel
loro insieme tali da garantire un'informazicne gualifica-
ta e coerente senza imporre al nctificante un fardello eg
cessivo’

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

iii) il sistema di prove richieste & nel suo comples
so relativamente flessiblle per quante attiene alla scel-
ta del metodo piu opportunc, eventualmente anche al di fup
ri di guelll raccomandati gqualora il notificante possa di
mostrarne 1'egquivalenza o la superiorita:

iv) wviene raggiunto lo scopo di una soddisfacente ar
monizzazione con altre normative internazionall, apportan
do cosl un contributo non trascurabile al traguarde di un
riconos¢imento reciproco tra legislazione europea e legi-
slazione statunitense in materia di controllo delle sostan
ze pericolose;

v) un problema rilevante resta tuttora costituitodal
grado di purezza che pud essere tollerato nella determina
zione di clascuna proprieta. Se & vero infatti che nell'in
troduzione dell'Allegato VII si fa riferimento all‘esecu-
zione dei saggi in questione sulla sostanza cosi come es-
sa viene commercializzata, l1'Allegato V rileva tuttavia,
nel casi che lo richiedono, che il risultato di alcune pro
ve & fortemente influenzate dalla natura e quantitd 4i im
purezze presenti, Lungl dall'essere una ccontraddizione.o,
meno che mal, una costrizione 1lnglustificata per il noti-
ficante, 1'invito a servirsi di sostanze purificate nei i
miti che possano essere necessari, 5i risolve a tutto van
taggio della notifica stessa, sicuramente contribuendo a
sciogliere difficolta e non a crearne;

vi) 11 grade di approssimazione richiesto non & mal
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 gquelle in esame. .

In sintesi, le proprieta di cui si richiede la deter
minazione, ed i metodl che si propongono a tal scopo, per
mettono di dedurre preliminarmente e a grosse linee la di
spersione nell'ambiente ed il grado di pericolositd.imme-
diato a cui una sostanza pud dar luogo, senza per questo
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ricorrere a strumenti senz'altro pilu rigidi, complicati e
onerosi, quali quelli inerenti alla legge statunitense T.
5.C.A.

Ci =i augura, per chiudere, che le semplici osserva-
zionl contenute in questa panoramica contribuiscano sqnnt
tutto a ridimensionare alcuni punti ecruciali su cui mag-
glormente s1 & fermata ltattenzicne degli osservatori sin
dal primo apparire della Sesta Modifica, ed a dissipara
perplesasitd, dubbi e preoccupazioni, se non del tutto al-
meno in parte, profilatisl nel corso degli ultimi mesi a
proposito delle caratterizzazioni fisico-chimiche, special
mente se si terra presente, nell’eseguire gqueste ultime,
un po' di quel "buon senso” cartesianc tanto equamente di
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 Sanita, Roma

RIASSUNTO. - Viene effettuata una rassegna del tests an -
nessi alla qirettiva CEE per la determinazione della bio-
degradabilitd mettendo in evidenza alcune eventuali limi-
tazlonl dil detti tests. S5i mette, inoltre, in evidenza {1
relativo significato dell'introduzione del parametro hiog-
degradabilitd 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 tests. 81 conclude accennando alla necessitd di ricor-
rere a del metodi integrativi, che consentano la 1dentifi
cazione degli eventuali compostl intermedl dl biocdegrada-
zione.

1. PREMESSA

Come é noto la protezione delltambiente e degli esse
ri in esso viventl si pone oggl, con inderogabile necessi
td, nel nostro come in altri Paesl industrialmente avanza
ti. Tale contingenza & dovuta all'ingquinamento allarmante
provocato dallo sversamento di sostanze chimiche caratte-
rizzate da particolarl proprieta di tosslcitd, persistens
za € bloaccumulazione.

A tal fine la direttiva CEE concernente la VI modifi
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ca sulla regeolamentazione delle sostanze chimiche perico-
lose & da considerare, almeno sul pianc teorico. unc stru
mento normativo di grande interesse, per la salvaguardia
dell'uomo e dell 'ambiente. Tale direttiva, infatti, isti-
tuisce 1l'obblige di una notifica preliminare alla produ -

zione e commercializzazlone di nuove sostanze chimiche.

Detta notifica, sotto il profilo applicativo, com -
prende numerosi accertamenti circa alcune proprietd essepn
ziall che debbono caratterizzare i nuovi composti chimici,
al fini della loro idoneitad, quall la tossicita, blodegra
dabilitad (1), altre caratteristiche chimiche, fisiche.ecc

Lo scopo principale di gquesta breve nota & la rasse-
gna di tests annessl alla direttiva CEE per la determina-
zione della biodegradabilita.

Vengono messe 1ln evidenza alcune limitazioni di det-
ti tests, nonché il relativo significato dell'introduzio-
ne del parametro bilodegradabilita, senza un appropriato
valore-limite, ritenuto a nostro avvisc determinante, ai
fini della valutazione del rischic. Infatti la stima del
rischio immediato o differito per l'uomo e l'ambiente,pur
rimanendo nel suc insieme tuttora oggetto di approfondito
dibattito, in particolare per qQuanto concerne la biodegra
dabilita, non pud prescindere dalla possibilita 41 giunge
re, nel tempo, ad una sua valutazione qualitativa e quan-
titativa.

Infatti soltanto in questo modo s8i possono corretta-
mente individuare le quantitd di sostanze chimiche di sin
tesi pid o meno pericolose che potranno essere assimilate
dall'ambiente come tali o sotto forma di predotti interme
dl d1 degradazione pili o meno nocivi,

Se non 81 & in grado, nel prossimo futuro, di dare
risposte esaurienti a tall quesiti, 1l'adozione delia de -
gradazione blotica nei termini attualmente previstil dalla
VI Modifica presenterd alcune difficolta nella valutazio-
ne del rischio effettive ai fini della salvaguardia del -
l'ambiente e conseguentemente eventuali difficoltdd ca -
rattere normativo.

In generale le sostanze chimiche persistenti si accu
mulanc nella biosfera attraversov le catene trofiche.

Il fenomeno di accumulo -si verifica gquando i vari or
ganismi presenti neill'ambiente non sonc abbastanza effi -
clentl e veloci nel degradare, mediante processi metabolji
c¢l, sostanze chimiche nella stessa misura in cui vengono
assunte dall'ambiente ricettore.

I"
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A tal fine un esemplo rappresentative & dato dagli
idrocarburi clerurati, spesso usati come antiparassitari;
tali compostl vengono degradatl molto lentamente e sono =S
tubili nel grassi degli organismi. Per queste particolari
caratteristiche di persigtenza dette sostanze accumulando
g1 nell'amblente si concentrano negli animall e quindi nel
1t'uomo attraverso le catene alimentari.

Alcune di queste considerazioni servono ad evidenzia
re 1'importanza che spetta al parametro blodegradabilita.
Infatti poche sono le sostanze chimiche inquinanti per le
quall tutte gqueste caratteristiche ¢ tutti guestl proces-
si possono dirsi adeguatamente noti.

Nei riguardi di un nuovo composto di sintesi, quindi,
sarebbe opportuno, in una prima fase, conoscere 11 grado
ed 11 tipo di biodegradazione e conseguentemente fissare
il livello di blodegradabllita da considerare accettabile
{2}. Inoltre gli strumenti normativi, previsti dalla di -
rettiva CEE, non potranno essere dl grande alute finché
non saranno state superate alcune carenze conoscltive con
cernenti le metodologle di controllo della biodegradabili
tA che, nella lore incertezza, rendon¢ ancora pil proble-
matica la stima del rischic per l'ambilente.

In questa ottica bisogna considerare 1'introduzione
nella direttiva CEE (VI Modifica) del controllo della big
degradablilitd quale unc dei parametri essenziali per 1a
idoneitd alla produzione ¢ commercialigzazione di scgtan-
ze chimiche, in quanto solo quelle dotate dl capacitd ad
essere degradate, poss&ono eéssere metabolizzate ed assimi-
late dall'ambiente ricettore entro un tempo ragionevole
senza alcuna conseguenza.

2. ANALISI DEI METODI

Alla luce di queste considerazionl preliminari siren
de opportunce effettuare una rassegna dei tests di bicde -
gradabilitad allegati alia VI Modifica, per meglio eviden-
zigre alcune limitazioni presentate dal metodi proposti
nell'ottica di una corretta valutazione del parametro bio
degradabilitd per la individuazione del rischio connesso
alla utilizzazione di nuove sostanze chimiche. Comunque,
prima di passare alla disamina dei suddetti tests si repu
ta opportunc fare un breve cenno sul fenomeno della bilode
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gradazione. A gquesto fine nell'ambilto della discussione
sul metodi per la determinazicne della blodegradabilita
delle sostanze di sintesi sl sono sviluppate varie inter-
pretazioni dello stesso concetto di biodegradabilita, dan
do origine conseguentemente a varle classificazioni del
grado @1 degradazione. Comunemente la blodegradazione vie
ne intesa come la trasformazione di composti chimici ope-
rata da microrganismi viventi nell'ambiente stesso. Tale
trasformazione comporta guasi sempre un consumo di ossige
no pid ¢ meno intenso in relazione al grado dli trasforma-
zione pil o meno spinto operato da detti microrganismi at
traverso 1 relativi processi metabolijici. Infatti tali mi-
crorganismi impegnatl in questa attivita per la biosfera,
in aleuni casi riescono a trasformare le sostanze organi-
che complesse in COp, H,0 e sall minerali {(processo detto
"mineralizzazione"), in altri casi riescono ad operare uma
degradazione parziale con formazione d1 composti interme-
di,.

In accordo con Treccani, Baggi, Galli, Pecenck {3) si
possonce quindi individuare varie classificazioni del gra-
do di biodegradazione comunque strettamente legate al me-
todo analitico impiegato nella sua determinazione:

1) Bilodegradazione primaria (o funzionale): & una blode -
gradazlone incompleta di uha sostanza che porta alla
rimozione di alcune proprieta caratteristiche della meo
lecola.

In pratica viene per lo pil determinata mediante tecni
che analitiche specifiche basate su reazionl con grup-
pl funzionali. In termlini biologici guesto livello di
biodegradazione pud esgsere determinato da processl co-
metabolicl o co-~ossidativi oppure dalla parziale uti -
lizzazione del composto in eseme;

Co-ossidazione
Co~metabolismo

(4) questo termine é stato proposto
per descrivere un sistema bilologlco in
cul un substrato organico non utiliz-
zabile per la crescita microbica vie-
ne ogsidato parzialmente e simultanea
mente ad un altro composto organico
che invece viene utilizzato come fon-
te di carbonio e di energila.

2) Biodegradazione ambientalmente accettabile: modifica ~
zione di una sostanza organica tale da determinare la
formazione di intermedi che, in base alle loro caratte
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ristiche, non presentanto piu gli stessi effetti neci-—
vi sull'ambiente del composto di partenza.

3) Bicdegradazione totale: mineralizzazione del compostq
attraverso 1 normali processi metabolici che determina
no la crescita microbica.

4) 3ioeliminazione: rimozione di un compesto organice da
soluzioni o sospensioni acquose durante il trattamento
biologico di un effluente, mediante processi non neces
sariamente biodegradativi come, ad esempio, 1a Pimozio
ne per adsorbimento su cellule microbiche.

Da una semplice analisi di tall classificaziont ri -
sultanc subito evidenti alcune difficoltd nella definizig_
ne sia dal punto di vista teorico che da quello pratice
nornativo del concetto di bicdegradabilita.

Nella elaborazione di metodiche atte a definire la
biodegradabilitd di una sostanza bisogna innanzituttg cHa
rire quale livello di biodegradazione sarad preso in congy
derazione. Ma, ad eccezione della bicdegradabilitd totale
che non implica equivocl, negli altri casi la sceltg &
sempre connessa a problemi di valutazione e 4di metodica.
Ad esemplo sarebbe opportunc stabilire quali sonc i crite
ri da utilizzare nel definire ambientaimente accettabilg
la biodegradabilita di una sostanza.

D'altra parte, in ogni caso, non é molto semplice sty
bilire se si tratti di effettivi processi biodegradativi_
o di adsorbimento su cellule microbiche.

Inoltre si rileva la necessita in moltl casi dji una
valutazione quali-quantitativa degli intermedi di degrada
zione per poter correttamente parlare di biodegradazione
accettabile.

Peossiamo cra definire alcune caratteristiche essen -
ziali per un test di blodegradabilitd (che abbila una vali
ditad di esecuzione generale):

a) sempllice esecuzione

b) ripetibilita

¢} standardizzazione per quanto possibile delle variabili
2it importanti

d) scelta di parametri analitici quanto pid possibile Si-
anificativi ma comunque di validita generale.

E' chiaroc che il rispetto di gqueste caratteristiche
fa sl che in generale questi tests siano da una parte Ag
considerarsi piuttesto restrittivi e che quindig dlane dej
risultati praticamente definitivi soloc gquando 1a S30stanzg
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in esame appare facilmente blodegradabile. D'altra parte
la non adozione di metodi analitici specifici per la so -
stanza in esame e la non considerazione degli intermedid
degradazione pud in alcuni casi rivelarsi pericolosa.

Inoltre la semplicitad di esecuzione e la ripetibili-
ta sono condizioni che solo raramente si approssimanc al-
la realta ambientale che comunque é assal scarsamente ri-
producibile.

In base alle precedentl considerazioni prenderemoc bre
vemente in esame i metodi per la determinazione della de-
gradazione blotica fino ad oggl proposti.

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

a) Tests statici: consistono principalmente in metedi in
cui non & previsto il rinnovo della scluzione coltura-
le per la durata del test stesso. Tall metodi utilizza
no come tale 1'acqua prelevata da un corpo idrico natu
rale semplicemente addizionata del composto in esame o
prevedono 1'inoculo con microrganismi prelevati da uno
o piu ambienti naturali in un liguido colturale sinte-
tico contenente la sostanza in esame fornita come uni-
ca fonte di C e di energia oppure addizicnata di altri
nutrienti crganici.

b) Tests dinamici: sono rappresentati da guei tests nei
quali si attua un centinuo o intermittente ricambio del
terrenc colturale, che, per la sua composizione 1in ele
menti nutritivi organici ed inorganici {urea, peptone,
estratto di lievito o carne, sali minerali), simula un
liguame urbanc. A tale terreno colturale la sostanzamn
esame viene aggiunta a bassa concentrazione (10-20 mg/
1). E' importante notare che 1 batteri sono presenti
nel sistema ad elevata concentrazione (»lg/l).

I tests dinamici forniscono in genere valori 4i bio-
degradabilita molto pil elevatl che non 1 tests statici.
Sempre in generale nei tests dinamici la scomparsa della
sostanza organica viene segulita mediante un'analisi speci
fica, per cui & possibile determinare solo la biodegrada-
zione primaria. Si pué in linea'di principioc prevedere la
applicazione di analisi quali COD, TOC al tests dinamici

con una certa difficolta operativa.

Inoltre data la noteveole biomassa batterica non si
pud non tenere conto dell'adsorbimento e quindi del feno-
meno di bioceliminazione che sl sovrappone a quello di bio
degradazione.
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I metodi per la determinazione della degradazioneblg
tica possono inoltre essere suddivisi in:

a) diretti: nei quali si segue la scomparsa della sostan-
za 1ln esame come tale o come D.0.C. (carbonlo organico
disciolto)}. Tali metodi possono essere applicatl solo
a sostanze solubili, poco volatili);

b) indiretti: nei quali si determinanc l'ossigeno consuma
to o la CO, prodotta dalla ossidazione della sostanza
durante 11 test applicabili in linea di principio an-
che a sostanze insolubili).

Nella tabella 1 sono riportati alcunl metodi, suddi-
visi in tests statici e tests dinamici, per la valutazio-
ne della biodegradabilita. In tabella 2 sono riportati i
metodi revisionati ed approvati in sede CEE e quell% in
via di revisione. In tabella 3 é riportata una suddivisip
ne in metodi diretti ed indiretti.

Prenderemo ora in considerazione i metodi approvati

e revisionati in sede CEE. Tali tests debbono essere con-
sideratl come '"screening tests". Si tratta di metodi sta-
tici diretti, indiretti o che prevedono la doppia possibi
lita di seguire direttamente od indirettamente la degrada
zione. Tall metodi prevedono una standardizzazione delle
condizioni operative, ma a nodro avvisc si possono farea
cunl rilievi critici,

La temperatura a cui condurre il test varia nel ran-
ge 20-26°C e sembra opportuno ridurre tale intervalle an-
che perché in prima analisi non si rileva la necessita d4i
operare a temperature differenti nei varl tests. E' da no-
tare, infattl, che la temperatura pud influire significa-
tivamente sul metabolismo dei microrganismi.

Lo stesso appunto pud essere fatto per guanto riguar
da le soluzioni nutritive. Si pud forse arrivare ad una
unificazione dl tale variabile con 1'unica differenza che
nei tests ove & prevista la determinazione del DOC come pa
rametro analitico non vanno aggiunti altri elementi orga-
nici nutritivi oltre le sostanze in esame. In tabelladri
portiamo per esteso le composizioni del brodo colturale,
nel cinque tests presi in considerazione.

Un discorso pid complesso va fatto a proposite del -
i'inocule, In linea di principio, si pud affermare che la
tendenza ad operare con un inoculo misto € generale. In
Gquesto modo si prevede pil facile il processo di selezio-
ne e quindi l'arricchimento di quei microrganisml che so-
no in grado di crescere nelle condizioni del test che spes




so prevedonu 1l'esistenza della sostanza in esame come uni-
ca fonte di C ¢ di energia.

Una certa discordanza d¢i opinioni esiste sulla oppor
tunitd di imporre un periode di adattamento della flora
batterica utillzzata poi come inoculo per la soluzione can
tenuta nella sostanza in esame.

C'é comunque da tener conto della differenza nei tem
pi di piodegradazione a seconda che si adotti ¢ meno wuna
coltura adattata.

Infine va a nostro avviso ulteriormente valutata 1la
opportunitad di introdurre in modo sempre pil consistente
la determinazione del TOC {(carbonio organico totale} nel-
la pratica dei tests di biodegradabilita (5,6).

31 riporta infine uno schema logico per la corretta
impostazione metodologica per la valutazione della biode-
gradabllita 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 determina
zione della degradazione biotica.

Alcune limitazioni sono dovute alla difficoltd nella
determinazione stessa della biodegradazione ed alle caren
ze conoscitive sul reale significato da attribuire a tale
parametro per una idonea valutazione del rischio per 1o
uomo € per l'ambiente.

D'altra parte biscgna tener conto che tali tests,per
il leoro carattere generale,non possonc che fornire elemen
ti indicativi, quali, in una fase successiva, potrannc eg
sere integrati con i dati otfenuti con tests pild specifi-
ci ed approfonditi per le diverse sostanze.

Permane comunque la necessita, in un prossimo futu -
ro, di poter definire livelli di accettabllitd per la bio
degradabilita, elementi questi ritenuti determinanti in -
sieme ad altri per la salvaguardia dell'ambiente.

Come gid accennato, risulta infine evidente la neces-
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sitd di ricorrere ad un metodo integrativo che consenta,
ove sla necessario, dl evidenziare 11 problema della de -
gradazione parzlale e, con particolare attenzicne, la i-
dentificazione degli intermedi di degradazione e la loro
valutazione sotto 1l profilo ecologico.

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

Il raggiungimento di tale obiettivo consentira una
migliore valutazione, attraversc 11 parametro bilodegrada-
bilita, del rischioc . effettivo del nuovi prodotti nei con-
fronti dell'uomo e dell'ambiente.
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SCHEMA LOGICO PER LA VALUTAZIONE DELLA BIODEGRADABILITA" (x)

§i
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10 mgA
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inibuace la crescita batteri-
ca a concenbazion! fino 2
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La sostanza & tossica alla
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§i delermina e la sofranza
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3
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%) Tratto da: BIF £4/4 Oct. 1980 - Department of the Enviroment /N ational Watet Council
U K, Standing Committee of Analyses - Working Group 5. Panel &,



tabella 1

METODI PER LA VALUTAZIONE

DELLA BIODEGRABILITA

15

METODM DURA? . Concentr.  |rif,
TEST DI ANALISt |DEL TEST|T'C TIPG DI INOCULO Sostanza bibd.
H
§ALAD Carbenia Orgsnica olire 21 H sospendione dl terreng 5 g/l 7
Totule [T.0.0.0 cicemf i TEC
KIVER OIL-ctuny TOC p SwiCCl YEEL L= baraw awpa flors petierica prevrsiatenle 0 mgrsl ]
fied
sICS0 TOf o metooi tpeci-| clize 21 20 ¢ V] M omgS] Al fanihh atiiug 10 mgf1 040
fici giorni
Fibk = LTLLINE 1cr (P 2+3 nng.-. 2iisue 3 mg/sl 10-41
ln oo
Fl1fn(A in Datkj- ID?. 0?. TCC, meta-| L -1 0 effluents secanairio da imalan 70 = f1 11-42
olis ehivse gon pa|dd sopcificd to di traLtsmento ai zcaricri
turzzione ai D? urpenl
reod ToC 14 gg. 2+ 1| fange attiup 50 agfl
in DCC
TRITERA oc 0 ag. 0+ 3| fanga attive ek Azl 13
Cut[M [MEri[AY metedr spacifacl LT prelente] af Flventes =rconcario s img. 20 agfl 14
traté, seasichi vrbanl
534 metcas spwesficl E 0§, 73 3 3| eceum €i seerioe 9 anoEwic .g- W acfl 4
climatate, awvola
TREHTH 1TET matpel soecifacl L gg. 75 + 3] hrczule acticchata PO ool 1t
MULELKN meloei spec:faci urm rrim e Y | | &
RYUSFINN ir sepeab |TGE P COO anaman ceen | mera HIE Y 142t
CCREWS LY w¢lody specifeci Tanaan amss | Fanrhy zltivg ba il wgdi 11
ZLiruiR mplncd SpreLfles et EEET ] frnohs wibt;wi wkrianile H
TLEh [andy LR TR TS SE N cammaa mau= | Famery 10 wmasd 1.4
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Tabella 2
METODI REVISIONATI ED ACCETTATI IN
METODO PRINCIPIfG DEL METODO DURATA TEST
AFHNOR utilizzando la sostanza in csame co- 28 gr.

nodlified test

ne sola sergente di € se ne sepue la
scomparsa con misure di D.O.C. Per
la valutazlone dati Allegato A

eventuall determi-~
nazioni al gg. 3,
7, 14

STURM
modified test

determinazione della COp sviluppata
dalla degradazlone della scestanza in
esame. Per la valutazione dati All.B

2B gz.
altre determinazip
ni ognl 2 - 3 pp.

OECD

Todifivd scre
ening test

vengono ageilunti oligoelementi in
tracce & vitamine, vengono effettua-
te misure dl DOC. Per la valutazione
dei dati Allegato C

23 gg.
eventuall determi-
nazlonl ai gp. 7,
14, 21

CLOSED BOTTLE
nodified test

determinazione 1ell'0y consumato, 3.
0.D. Per la valutazione dei dati Al-
legato D

28 gg.
eventuali determi-
naglonl al gp. O,
5, 1%

MITI

modified test

determinazione di 05 consumato (80D)
e di DOC, la sostanza lr esame & la
unica fonte 41 €. Valutazione dati
Allegato E

14 go.
contrellec continug
41 Oq. e pericdico
di DOC

richlesta chimica di D5 metodo al
blcromato '

METODI IN
30D richiesta blochimica di Oz, determi- variablle
nazione dell'0s consumato 5, 20, X g,
con 2 ore

* L'efficienza dell'lnoculo va controllata con test sulle

sostanze di

** Diminuzione DOC 77% entro 17 ga. a partire dal giorno in cui il 1i

Y R S
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SEDE C.E.E. (E.E.C. Directive 79/831)
CONCENTR. 508T. RIFER.
o * U

T °C INOCULO 0ST, TEST RIFER. BIBL.

20 -~ 25|da impiante di trattamentel 40 mg/l [anilina 22, 23, 24,
dl scariehl urbanl, acque +ome DOC |Na benzoato 25
superficiall. La cohta bat Na acetato
tericaper ognl camp ione do- diminuzione
vrebbe dare non meno dt 10% DoC ~ 70%
batteri/ml.

20 - 25|da impianto di trattamento |10 mg/l come Sopra 25, 26, 27,
di scarichi urbani. 0gni cam| 20 mg/1 produzione 28
pione dovrebhbe normalmente |come so- |di CO2 BO%
contenere 1+108 batteri/ml ]st. ines,

-8

20 - 25ida impiante di trattamentodi|5-40 mg/1l|come sopra 24, 2%, 29,
scarichl urbani, acque super|come DOC 30
flciali, terrenc di giardinoo
misto dei 3(inoculy canpoato}

20 - 21lda lmpianto pilota di laboratoe{2-10 mg/ljcome sopra 25, 31, 32
rio, da erreno di glardinp, da im~| comunque |degradazig
pianti di trattamento di scarichi| in relasp|ne ~ 60%
wbanl., Geni camplone dovrebbelns p dimc.
contenere 103-10% batt./ml

25 * 1 |da non meno di 10 puntl in|100 ppm anllina. 33, 34, 35,
localitad diverse nell'ambi p/v consumo di 36, 37
to dell’intero territorio nazio O, 40% del
nale (sawrichi, fimi, lago, terrenc) teor.entro
A mg/l d1ML.S.5. (mixed 11 - 7Eg. & 65%
quar suspended solids)., entro 14 gg.

REVISIONE
f
{20 * 1| scarlco urbane, terreng di in base glucasio «+ 38
il glardino, fiume, lago 0, dise. |ac. glutam
|
S ==STsuss=SuI=sos 5 mg/l solo per ca 39
come COD | lx. metodo
riferimento
vello dil biodegradazione 10%.
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tabella 3

METODI PER LA VALUTAZIONE
DELLA BIODEGRADABILITA

METOD! DIREYTTI

DIE - AWAY (STCSD)
MODIFIED DECD TEST
AFNOR

ZAHN = UELLENS
BUNCH - CHAMBERS
SCAS

HUSMANN

POROUS ~ POT

METODI INDIRETTI

80D

coo

MITI TEST
STURM

CLOSED BOTTLE




_TABELLA 4

t09

-
B sotuzioni nutritive
CLOASED

ELEMENT! Dt CRESCITA AFNOR STURM CECD BOTTLE MIT!
r,qsn‘ "2“ —mgflL s0 71,5 l:'_.! 1.5 &Y,% —r
tatl, " - T,y FLA 2745 82,5
atly, 2 W9 * 50 - = £ -
FaCly 6 LA - = 1,0 €, 250 a,250 8,750
{xm m " == L4 EIN 3.4 H. h
K, FO, v 10,8 17,0 ", L] 35,5 l
X MED, - - b5 25,75 71,78 65,25
Ha HPO, 12 D " 7009,0 = . - 153,0
egPD, 7 80 . . (19} = - n |
LU . L an . 11,4 - ¢
(6, 3,50, - 300,0 .0 . . - |
L5TARTIO DL L1EWITD " 5.0 - (=} - - l
“nSl, W0 - 1,0 - - an _— :
bl ] N?U * - - 0, D39 - - \
resa, 7 w0 - 1,0 - . e - I
Kg*aa, * 0,5 == - ~a = :
LIPL RS L . a,s an . e - |
calwl‘aj? € M0 - 0,25 - - e - |
nll, . 0,25 - = = - !
{an, Jvo, - 0,18 - ™ . - |
cutl, 2 M0 . 8,75 - - . . :
90, . - - 2,0877 - . \
80, 7 #,D . = ua 0, 0428 v . i
ICLNFLUN - - - 0,037 " - |
recl, EDTA " - -= 108 . — I
BIDTINA " - - €602 e - ‘
ACIDO KICOTINICO " - = 0,02 - - .
TIEMINA “ = - 0,01 - - ‘
ACIDD p-ATINOSCRZOICO - = .. B, 61 ‘. -
aclog PAKICTINICO " " - 0,4t - - ‘
PIRIDDSSARIGA N - == 0,05 »a - I
CIANpCOaR shTka - - == o,0? aw - !
ECTDO FOMGED " - - 0,05 . . [

|
|

- {*) 0,015 ngsl in alternativa alls 3oluzigne conicunnte vy (LTI

— k[l ®IT] TEEY yOXIGRD RALIUKTI

Y 9% gi eepteals ? 2/ 0d MiwedEie, 1 94 ai m?no., XCLL" IRDISATING PILOTH

Da LABGRETOAID COND vIiHE SantCEUIY Lrseru .
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Tabella 2
A} Afnor test i
5 -1 Cy - Cpg )
= - - X o0
t C, - Cb,
Dt = degradazione espressa come diminuzione percentua-
le di D.0.C. ) K

C., = concentrazione iniziale dl1 D.0.C. {(mg DOCslitro)

Ct = concentrazione di D,0.C. al tempo t

Cb== concentrazione iniziale di D.0.C. del bianco

cbt= concentrazione di D.C.C. del bianco al tempo t

3) Sturm test
La degradazione & definita come rapporto tra CO» pro -
dotta dalla degradazione della sostanza nel test e¢ COy
che teoricamente dovrebbe essere prodotta in base al
contenuto 1n Carbonlc Organlco della sostanza.

C) QECD test

Vedl A.

D) Closed Bottle Test

mg 2 consumato nel test}ng sostan-
ThOD

"% biodegradazione =
za esaminata x 1900

oppure

% piodegr. < mg 0o cons, nel test/mg gost. esam. x 100
mg COD,mg sostanza esaminata

E) MITI test

3D - 3
ThoD

% biodegradazione = ¥ 100%
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% bicdegradazione = —§9—;—b-§i- x 100%

BOD = determinato sperimentalmente, della sostanza test

B = bianco (BOD) della soluzione alla Juale non & sta
ta aggiunta la sostanza in esame

ThQD = richiesta teorica di O, per la completa ossida -
zione della sostanza in esame
Sa = residul della sostanza test al termine della pro
va di biodegradabiliti espresso in mg
Sb = residuc della scstanza test al termine della pro

va, in una soluzione contenente solo acqua + so-
stanza in esame; espresso in mg.
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GLOSSARIO

DEGRADAZIONE .
- processc che consiste hella demcolizione della struttura
di un composto.

3I0DEGRADAZIONE
- demolizione della struttura di un composto dovuta alla
azione di microorganismi.

3TODEGRADABILITA'
- attitudine di un composto ad essere degradato dal micro
organismi.

AIODEGRADAZIONE PRIMARIA (o FUNZIQONALE)

- rimozione delle proprietd caratteristiche di un compo -
sto; in genere in segulto alla trasformazicne o perdita
dei gruppl funzionall.

B3ICDEGRADAZIONE AMBIENTALMENTE ACCETTA3ILE

- rimozione delle caratteristiche pid pericolose di unocom
posto. Frequentemente corrisponde alla biodegradazione
primaria. ’

BIOREGRADAZIONE TOTALE
- la trasformazione della sostanza in COp, Hp0, ossidl o
sali 41 altrl elementi presenti, e materiale cellulare.

MINERALIZZAZIONE COMPLETA

- in genere gli viene attribuito 1o stesso significato del
la biodegradazione totale anche Se la mineralizzazione
completa implica la degradazione delle nuove cellule for
mate.

3I0ELIMINAZIONE

- rimozione di un composto organice da soluzieni o sospen
sioni acquose durante il trattamento biologico di un ef
fluente, mediante processi non necessarlamente blodegra
dativi come, ad esempio, la rimozlone per adsorbimento
su cellule microbiche.

ACCLIMATAZIONE

- i processi, includenti la selezione e 1l'adattamento,per
mezzo dei quali una popolazione di un insleme di specie
di microorganismi sviluppa la capacitd a degradare un
particclare composto.
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INOCULO
- microorganismi che vengono aggiunti alle soluzioni del
test.

CO-METABOLISMO (o CO-0SSIDAZIONE)

- 11 processo per mezzo del quale un composto nermalmente
non biodegradabile viene degradato in presenza di un al
tro composto organico.

METABOLISMO ANALOGO

- speciale caso dl co-metabilismo; qui la degradazione av
viene solo in presenza di un composto organico avente
una struttura simile, in modo da poter indurre 1 neces-
sari enzimi.

INIBIZIONE

- riduzione dell'attivita metabolica dei microorganismi &
vuta ad effetti tossici del compostc test o ali suol me-
taboliti.

DIE - AWAY TEST

- termine applicato ad un insieme di tests di bicdegrada-
bilitd nei quali 11 decremento della concentrazicne ini
ziale della sostanza test viene seguito nel tempo.

"TESTS OF READY 3IODEGRADA3ILITY"

- sono tests estremamente restrittivi, 5i assume che wuna
sostanza che da un risultato positivo (facile bilodegra-
dazione)} in tali tests sard rapidamente e completamente
biodegradata nell'ambiente. Un risultato negativonon sl
gnifica necessariamente che la sostanza non sara biode-
gradata in condizioni normali nell’'ambiente. E' gquindil
necessarioc passare a contrellil sueccessivi. Il composto,
che & la sola sorgente di Carbonio Organico & esposto a
una biomassa relativamente bassa. Per segulre 11 corso
della biodegradazione vengono usati metodi non specifi-
¢i. Dal momento che tall metodl rispondono ad ogni resi
Auo o intermedio di degradazione questi tests dannc una
indicazione della blodegradazione totale.

"TESTS OF INHERENT 3IODEGRADABILITY"™

- song tests che prevedono una prolungata esposizione del
la sostanza ai microorpanismi. Il rapporto biomassa/so-
stanza & favorevole, cosl come tutte le altre condizio-
nl del test. A causa delle favorevolil 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 guall la biodegradabilita della sostanza vie-
ne determinata in condizionl che riproduconc quanto pit
possibile quelle ambientall.

TESTS STATICI
- test in cui non & previsto il ripnovo della soluzione
colturale per l'intera durata del test,.

TESTS DINAMICI
~ tests nel quall siatua un continuo o Intermittente ri-
cambio della soluzione colturale.

3.0.D.
- Biochemical Oxygen Demand; osslgeno consumatc dai micro
organismi quando metabolizzano un composte.

c.0.D.

- Chemical Oxygen Demand; ossigeno consumato durante la
ossidazlone di un composto con bicromato in ambiente aci
do a caldo.

™h.0.D.

- Theoretical Oxygen Demand; ossigeno richiesto per ossi-
dare completamente un compesto. Il calcole tecorico vie-
ne effettuato dalla sua formula di struttura.

D.o.C.
- Dissolved Organic Carbon; guantitd di carbonioc presente
nella soluzione acquosa di un composto organico.

T.0.C.

- Tetal Organie Carbon; guantita di carbonio organico pre
sente nella scluzione/sospensione di un composto organi
co.



