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DECRETI DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI

MINISTERO DELLA SANITA
DECRETO 20 dicembre 1989.

Modificazioni ed integrazioni ai decreti ministeriali 3 dicembre 1985 e 25 luglio 1987, n. 555, sulla classificazione e la
disciplina del’imballaggio e dell’etichettatura delle sostanze pericolose, in attuazione delle direttive emanate dal Consiglio
e dalla Commisssione delle Comunita europee,

IL MINISTRO DELLA SANITA

DI CONCERTC CON

i MINISTRI DELL'INTERNO DELLINDUSTRIA. DEL COMMERCIO E DELL'ARTIGIANATO E DEL LAVORC E DELLA PREVIDENZA SOCIALE

Visto il decreto ministeriale 3 dicembre 1985;
Visto il decreto ministeriale 25 luglio 1987, n. 555;

Viste la direttiva del Consiglio n. 87/432 del 3 agosto 1987, le direttive della Commissione n. 87/302 del ‘18
novembre 1987 e n. 88/490 del 22 luglio 1988, che adeguano al progresso tecnico la direttiva n. 67/548 del Consiglio
concernente 1l ravvicinamento delle dispostziont legislative, regolamentari ed ammunistrative. relative alla
classificazione, all’imballaggio ed alla efichettatura delle sostanze pericolose;

Ritenuto di dover integrare i decreti 3 dicembre 1985 e 25 luglio 1987, n. 555, in conformita delle citate direttive
n. 87/432, n. 87/302 e n. 88/490;

Visti gli articoli.3 e 6 della legge 29 maggio 1974, n. 256, concernente la classificazione e disciplina dell'imballaggio-
e dell’etichettatura delle sostanze e dei preparati pericolosi;

Decreta:
Art, 1

L’atlegato I al. presente decreto sostituisce ed integra ogni disposizione contenuta nell’aliegato I al decreto
mimisteriale 25 luglio 1987, n. §55.

In tale nuovo allegato vengono individuate:

dal contrassegno (*), riportato sul margine sinistro, le sostanze che, gid presenti nell’allegato 1 del decreto
nmimisteriale 25 luglio 1987, n. 555, vengono modificate per quanto nguarda la denominazione, I'indicazione del CAS, la
classificazione e letichettatura, nonchéle sostanze che sono state inserite per la prima volta, in relazione alla direttiva
del Consiglio n. 87/432/CEE;

dal contrassegno (**), riportato sul margine sinistro, le, sostanze che, gid presenti nel’allegato [ del decreto
mmstetiale 25 luglio 1987, n. 555, vengono modificate per quanto riguarda la denominazione, I'indicazione del CAS, 1a
classificazione e I'etichettatura, nonché le sostanze che sono state inserite per la prima volta, in relazione alla direttiva
della Commissione n. §8/490/CEE.

Art, 2.

L’allegato I1 al presente.decreto integra le disposizioni contenute nell’allegato V al decreto ministeriale 3 dicenibre
1985, concernente i metodi sperimentali per la determinazione delle proprieta fisico-chimiche, tossicologiche ed eco-
tossicologiche, in relazione alla direttiva della Commissione n. 87/302.

Art. 3.
Tl presente decreto si applica:
per le sostanze dell’allegato | contraddistinte dal contrassegno (**) a partire dal 1° luglio 1990;
per tutte le altre sostanze del’allegato I, a partire dalla data di pubblicazione del presente decreto.
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Per le sostanze ricomprese nell"allegato I, il termim; di cui all’ultimo comma dell’art. 6 della legge 29 maggio 1974,
n. 256, concernente lo smaltimento delle sostanze gid immesse sul mercato, é fissato:

ad un anno dalla data di applicazione del presente decreto, limitatamente alle sostanze contraddistinte dal
contrassegno (*);

al 1° luglio 1991, limitatamente alle sostanze contraddistinte dal contrassegno (**),

Art. 4.

1l presente decreto sara pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana.
Roma, addi 20 dicembre 1989
Il Ministro della sanita

DE LorReNZO

It Ministro dell'inierno
Gava

Il Ministro dell'industria, del commercio e dell’artigianato
BATTAGLIA

Il Ministro del lavoro e della previdenza sociale
Donar CatTin
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ALLEGATO I

ELENCO DELLE SOSTANZE PERICOLOSE

Prefazione

Per consentire un'agevole consuliazione dell’elenco delle sostanze pericolose, queste sono state sistemate in ordine alfabetico
affiancando loro un numero d'ordine progressivo indicato nella prima colonna dell’allegatc.

Qualora per una stessa sostanza sono riprese nell’elenco due o pivi denominazioni, solo in corrispondenza di una di esse sono
rniportate fe indlcaz_lopl complete relative alla numerazione CEE, al numero CAS, alla classificazione e all'etichettatura, mentre
Paltra o le altre si limitano. ad un rinvio alla denominazione assunta come voce principale.

Nel caso di miscele, queste sono riportate nell’elenco sotto le singole sostanze, in modo che si possa giungere ad esse miscele a
partire da qualsiasi componente.

La numerazione delle sostanze (N, CEE), riportaia nella quinta colonna dell’allegato, é stala concepita per consentire

aggiornamenti periodici aell’allegato I, senza apportare rilevanti modifiche alla sua presentazione. Essa é basata sull'impiego di una
sequenza cifrata del tipo: ABC-RST-VW.Y in cui:

ABC rappresenta il numero atomico dell’elemento chimico piui caratteristico preceduto da uno o due zeri per completarc la
sotiosequenza, sia il numero convenzionale della classificazione prescelta per le sostanze organiche;

RST rappresenta il numero progressivo delle sostanze considerate nefla soltosequenza ABC;
VW rappresenta, per la sostanza cosi deflnitz, una delle forme in cui viene prodotta ¢/o imuncssa sul mercato;

Y rappresenta la cifra di controllo (check-digit) di tutta la precedente sequenza calcolata secondo il metodo utilizzato da
ISBN (International Standard Book Number).

ABC-RST-YW-Y
n. 017-005-00-9

Il numero CAS {Chemical Abstract Service), riportato nella quarta colonna, permetie d’identificare {a sostanza, Le indicazioni
che riguardano la classificazione o Petichettatura della sostanza sono le seguenti:

a) il o i simboli ove previsti e I'indicazione di pericolo attribuiti in base all'allegato II (sesta colonna dell‘allcgato);

b) una serie di cifre precedute dalla R che indica la natura dei rischi particolari di cui ail’allegato TII (settima colonna
dell'allegato);

c) una serie di cifre precedute dalla lettera S che indica i consigli di prudenza di cui all’allegato IV (oltava colonna
delt’allegato).

Le cifrc che seguono le Icttere R ¢ S sano scparate o da un trattino orizzontale o da una barra obliqua, che hanno il seguente
significato;

trattino orizzontale: enunciazione separata dei rischi particolari (R) o dei consigli di prudenza (S);

barra obliqua: enunciazione combinata possibile in una sola frase dei rischi particolari (R) o dei consigli di prudenza (S).

Le enunciazioni singole o combinate dei rischi particolari (R) figurano nell’allegato III ¢ quelle dei consigh di pradenza (S)
nell’allegato 1V.

Per poter esprimere i requisili di classificazione ed clichettatura in fofma tabulare si ¢ fatto ricorso, nel presente aliegato per i
simboli di pericolo, ad indicazioni sintetiche del tipo «T+» o «T» per le sostanze tossiche, «C» per le corrosive, «F+» o «F» per ke
infiammabili, «<E» per le esplosive, «O» per le comburenti, «Xn» per le nocive, «Xi» per le irritanti, mentre per le frasi di rischio (R)
ed i consigli di prudenza (S) sono stati riportati i rispettivi numeri d’ordine.

Sulletichetta perd, dovranno figurare il simbolo o i simboli rappresentati dalle illustrazioni e seguiti dall’indicazione di pericolo
casi come essi figurano negli allegati 111 ¢ V.

_—T —
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Si segnala infine, che nei casi specifici costituiti dai composti del cadmio ¢ dai composti di antimonio il consiglio di prudenza S
22 si applica solo nei casi appropriati. Inoltre, nel caso specifico del sodio e del potassio il consiglio di prudenza S 5 non ¢ richesto
qualora venga utilizzato altro imballaggio di sicurezza.

Per snellire al massimo la formulazione delle sostanze di questo allegato sono state utilizzate diverse nole di portata gencrale
(nona colonna) di cui si riportano di seguito i testi esplicativi:
Nota A.

11 nome della soslanza deve figurare suil’clichetta sotto la denominazione, o una delle denominazioni, qualora ne sia indicata
piu d’una, di cui all'allegato 1. Nell’allegato I, quando le sostanze di struttura analoga presentano gli stessi pericoli, ¢ stata talvolta
uulizzata la denominazione generale del tipo: «composii di..» o «sale di...». In tal caso, il fabbricantc o qualsiasi persona che
immette tale sogtanza sul mercato é tenuta a precisare sull’etichetta il nome chimico corrispondente allza formula chimica:

Escmpio:

Per B Cl: cloruro di berillio.

Nota B.

Talune soslanze (caso degli acidi, delle basi..., ecc.) vengono immesse sul mercato in soluzione acquosa a concentrazioni varie ¢
necessitano dunque di un’ctichettatura diversa poiché presentano rischi diversi. Nell’allegato 1, viene utilizzata una denominazione
generale del tipo:

«acido nitrico... %»

In tal caso, il fabbricanic o qualsiasi altra persona che introduca tale sostanza nel mercato deve indicare sulla ctichetta Ia
concentrazione della scluzione in %.

Esempio:
waado nitrico 45%»
L'espressione di % viene sempre intesa pesofpeso salvo altra espressa specificazione. L'utilizzazione di altri dati {ad csempio,
peso specifico, grado Beaumé...} o di frasi descrittive (ad escmpio, concentrato, fumante, glaciale) pud cssere tollerata.
Nota C.

Le sostanze organiche sono immesse sul mercato sia sotto forma' isomerica ben definita, sia sotto forma di miscela di pid
1somert.

Pertanto, nell’allegato I viene utilizzata una denominazione generale del tipo:
«Xilene»
In tal case, il fabbricante o qualsiasi alira persona che immettc tale sostanza-sul mercato, deve specificare sull'etichetta che si
tratta di un isomero ben definito o di una misccla di isomeri.
Esempi:
a) xilene orto;
b) xilene (miscela di isomeri).

Nota D.

Talune sostanze che sono suscettibili di polimerizzarsi o di decomporsi spontancamente si tiscantrano generalmente sul mercato
sotto forma stabilizzata. E sotlo questa forma che esse sono elencate nell’allegato 1.

Tuttavia tali sostanze sono a volte immesse sul mercato sotio forma non stabilizzata. In quesio caso, il fabbricante o qualsiasi
altra persona che immetie tali sostanze sul mercato deve specificare sull'etichetta il nome della sostanza seguito dalla dicitura: «non
stabilizzatas,

Esempio;
Acido metacrilico (non stlabilizzato).

«Per quanto riguarda in particolare i sali (indipendentemente dalla denominazione utilizzata nell’allegato 1) essi sono presi in
considerazione sia nella forma anidra sia nella forma idrata, a meno che non venga espressamente specificato il contrariow.

— 8 —
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Nota E:
Per sostanze che figurano nella nota £, Ie frasi R20, R21,'R22, R23, R24. R25, R26, R27 ¢ R28 ¢ tutic le combinuzioni di queste
frasi di rischio devono essere precedute dalla parola sancher,

Escmpi:
R23: Anche tossico per inalazionc;
R27;28: Anche alitamente tossico a condulio con fa pelle ¢ per ingestione.

Nota F;
Questa sostanza pud conicnere stabilizzanti. S¢ lo stabilizzante modifica le caratieristiche di pericolosita della sostanza, quali
specificate dall'ctichetta prevista conformemente all’allegato 1, P'etichetta deve esserc predisposta secondo le- regole per

Fetichettatura dei preparati pericolosi.

2 - Libreria - 3064 0. 38
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CLASSIFICAZIONE €D ETICHETTATURA
Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE
d'ordine sost, Simb. R 5 Rote
1 Acephate 015-079-00-7 Xn 20/21/22 2-13
2 Acetaldeide 75-07-0 605-003-00-8 F+Xn 12-36/37-40 16-33-36/37
Acetale n. 416
3 Acetile cloruro 75-36-5 607-011-09-5 F-C  11-14-34 9-16-26
4 Acetilene §01-015-00-0 F 5-6-12 $~16-33
Acetoncianidrina n. 267
5 Acstone 67-64-1 606-001-00-8 F il 9-16-23-33
6 Acetonitrile 75-05-8 608-001-3 F-T  11-23/24/25 16-27-44
7 Acido acetico conc.compresa tra 25X ¢ 607-002-01-3 C 34 2-23-26 8
0%
B "Acido acetico conc. sup. a 90% 64-19-7 §07-002-00-6 C 10-3§ 2-23-26 8
9 Acido acrilico 79-16-7 507-081-00-8 € 10-24 28-36 0
1¢ Acido adipico 124-04-9 507-144-00-9 Xi 36
11 Acido 3-amino-benzensolfonice 121-47-1 612-013-00-4 Xn 20/21/22 25-28
12 Acido 4-amino-benzensolfenico 121-57-3 612-014-00-X Xn 20/21/22 25-28
I3 Acido bromidrico anidro 10035-10-6  035-002-00-0 C 35-37 1/9-28-44
14 Acido bromid-ico conc. sup. 2 40% 035-00z-01-8 ¢ 34-37 7/9-2% B
15 Acido bromoacetico 607-065-00-% T 23/24/25-35 38/37/39
15 Acido butirrico 107-32-8 607-135-00-X C a4 26-36
17 Acide cianidrico 74-90-8 006-006-00-X F-T 12-26/27/28 7/9-13-16-45
18 Acido cianidrico sali, ad esclusione dei 00E-007-00-5 T 26/21/28-32 1/2-7-28-28-45 A
clanuri complessi come ferracianuri e fe
rrictanuri e ossicianuro di Mg
19 Acido cloridrico anidro 7647-01-0 017-002-00-2 C 35-37 7/9-26-44
20 Acido cloridrico conc.compresa tra 10X e 017-002-02-7 Xi 36/38 2-28 - B
25%
21 Acido cloridrico conc. sup. a 25% 0ir-002-01-X € 34-37 2-26 8
Acido 4-cloro-fenossiacetico n. 315
Acido (&-¢loro-2-metii-fenossi)-acetico .n., 659
Acido 4-(4-cloro-2-metil-fenossi)-butir n. 8G1
reo
Acido 2-(4-cloro-2-meti)-fenossi)-pro n. 664
ptonico
22 Aeido 2-cloropropionico 598-78-7 607-139-00-1 ¢ 22-35 23-26-28-36
Acido clorosolfonico n. 289
23 Acido dicloroacetico 74-43-6 §07-066-00-5 33 26
Acido (2,4-dicloro-fenossi)-acetico n. 331
Acido 4-{2,4-diclorofenossi)-butirrico n, 334
Acido 2-(2,4-diclorcfenossi)-propionico n. 397
24 Acido dicloroisocianurico 2282-57-2 B13-029-00-4 D-Xn 8-22-31-36/37 8-26-4}
25 Acido dicloroisacianurico sali di sodio 633-030-C0-X {-Xn B8-22-31-36/37 8-28-41
e di potassio
Acido (3,6-dictoro~2-metossi)-benzoico n. 365
28 Acido fluoborico conc. sup. & 25% 1e872-11-0  ©0S9-010-00-X € 34 26-27 8
27 Acido fluoridrice.... X 75664-33-3 009-093-08-1 T-C  26/27/238-35 7/9-26-36/37-45 B
28 Acido fluoridrico anfdro J2057-48-3 00€-Q02-00-6 T-C  26/2//28-3% 7/9-26-36/37-45
23 Acido fluocrosaifenico 7783-21-1 015-018-00-7 ¢ 20-35 28
30 Acido fluosilicico conc. sup. a 25% 1£981-83-4  0039-011-00-5 C 34 26-27 B
3 Acido formico conc.compresa tra 25% e $4-13-8 BU7-091-01-8 C k) 2-23-26 B
0%
32 Acido formico coac. sup. a 90% §4-18-6 807T-001-C0-0 C 35 2-23-26 B
33 Agido fosferico conc.compresa tra 10X e J15-8i1-02-3 Xi 36 - 25 -B
25%
34 Acide fesforico conc. sup. a 258 7664-38-2 015-011-00-8 C 3 26° B
315 Acido fumarico 119-17-8 607-146-09-X Xi 36 26
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CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Humero SOSTANZA Rif. CAS n, N. €FE -
d'ordine sost. Simb. R 5 Rote
36 Acido iodidrico anidro 10034-85-2  053-002-00-8 € 35-37 7/9-26-44
37 Acido todidrico conc. sup. & 25X 053-002-01-6 C 34 26 B
38 Acide icdoacetico 64-69-7 607-068-00-6 T 26/27/28-35 22-38/37/38-45
39 Acido isobutirrico 79-3)-2 607-063-00-9 Xn 21722
40 Acido maleico 110-16-7 607-095-00-3 Xi 22-36/37/38 26-28-37
41 Acide metacrilico 79-41-4 807-088-00-5 C 34 15-28 0
Acido metaiilico n, 11
42 Acido metansolfonico 75-75-2 607-145-00-4 C k1 26-36
Acido 2-matitpropencico n. 4
43 Acido monoclorpacetico 79-11-3 6C7-003-00-1 T 23/24/25-35 22-36/31/39
44 Acido monofluorvacetico 144-49-0 607-081-00-7 T 28 1/2-20-22-26-45
45 Acido l-naftilacetico 86-87-3 607-087-00-X Xn 22 24/25
46 Acido nitrico conc.compresa tra 20X ¢ 0Q1-004-01-3 C 35 2-23-26-27 B
70%
47 Acido nitrico conc. sup. a 70% 7697-37-2 007:004-00-1 0-C 8-35 23-26-36 B
48 Acido ossalico 144-62-7 607-008-00-8 Xn  21/22 2-24/25
49 Acido ossalico sali 607-007-00-3 Xn 21722 2-24/25% A
50 Acido peracetico conc. sup. a 10X 79-21-0 §07-094-00-8 O-C 5-22-34 3-27-36 2.0
81 Acido perclorfco conc.compresa tra 017-006-01-1 C 3 23-28-36 8
10% = 50X
§2 Acido parclorics conc. sup. a 5C% 7601-30-3 017-006-00-4 O-C 5-8-35 23-26-3% b
Acido picrammice n. 1060
Acido picrico n. 999
Acido picrico sali n. 81}
83 Actdo propionico conc.compresa tra 79-08-4 6G7-089-01-8 Xi 36/37/38 2 8
10% & 25%
§4 Acido propionico conc. sup. & 25% 79-09-% 607-089-00-0 ¢ a4 2-23-26 B
55 Acido solfammico 5329-14-6 016-028-00-0 Xi 36/38 2-26-28
Acide soifanilico n. 12
Acido solfidrico n, €20
56 Acido solfocianico 463-56-9 615-003-00-8 Xn 2Q/21/22-32 2-13
51 Acido solfocianico sali £15-004-08-3 X¥n-  20721722-32 2-13 A
58 Acide solforico conc.compresa tra 016-020-01-5 Xi 36/38 2-26 B
X e 15X
59 Acido solforico conc. sup & 15X 71564-93-9 016-020-00-8 C 35 2-26-30 B
Acido stifnico n. 1000
Acido tiecianico n. 56
60 Acido tioglicolico p8-11-1 607-030-0G-6 T €3/24/25-34 Z-25~27-28
61 Acido p-toluensolfonico (contenente non 104-15-4 016-030-00-2 Xy 36/37/38 26-37
pru del SX di H2504)
62 Acide p-toluenszolfonico (contenente piu 104-15-4 016-023-00-7 C 3 26-37/33
del 5X di H2504)
63 Acido tricloroagetico 76-03-9 607-004-00-7 C 35 24/25-26
Acide (2,3.6-triclorofenil)-acetico n. 280
Acido 2.4,5-tricloro-fenossi-acetice n, 922
Acido 2-{2,4,5-triclore-fenossi)-propion n, 581
fco
Acido triclorcisccianurico n. 975
64 Acido trifluproacetico cont.compresa tra 76-05-1 607-¢41-01-9 Xt 35/37/38 23-28 B
22X e 10X
65 Acido triflucroacetico conc. sup a 10X 76-05-1 667-091-00-1 C 20-35 8-26-27-28 8
€5 Acido valerianico 109-52-4 607-143-00-3 C 34 256-36
67 Aconitina 302-27-2 614-008-00-2 T  26/28 1-24-45
68 Aconitina sali 614-009-00-8 ¥ 26/26 1-24-45 A
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Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

. Seric generale - n. 38

Numero
d ordine

69
0

1

12

13

74

75

76

17
18
9
an
81

82

zaee

L]

SOSTANZA

Acqua ossigenata conc.compress tra 20X
e 6O%

Acqua ossigenata conc. Sup a 60%
Acrilamide

Acrilati esclusi quelli espressamente
indicatt in questo allegato
Acrilonitrile

Acroleina

Alcool allilice

Alcool amilico eccetto alcoo! amilice
terziario

Acool amilico terziario

Alcool benzilico

Mcoal terE-butilico

Alcoot butilico, eccetto alcpol terz-but

tlico

Alcool stilico

Alcool furfurilice

Alcool isopropilico e alcoel propilice
Alcool metilanilico

Alcool metilico

Alcool propargilico

Alcaol propilico e aicool isopropilico
Alcool tetraidrofurfurilico

Aldeide acrilica

Aldeide benzoica

Aldeide butirrica

Aldeide formica conc. sup. © uguale a
25%

Adeide formica conc. sup. o uguale a 1X

¢ inferiore a 5%

Aldatide formica conc. sup. o uguale a 5%

e inferiore g 25%
Aldeide 2-furilica
Aldeide propionica
Algicarb

Aldrin

Alletrina
Allidochlor
AT11)amina

Allile clorure
Allile ioduro
Allil-glicidil-etere

Rif,
sost.

n. 618

n. 619

n. 857

n. 723"

n. 209
n. 533
n. 854
n. 717
n. 683
n. 865
n. 854
n. 936
n. 183

n. 593

n. 59§%

n. 850

n. 109
n. 830
n. 82

3-A11i1-2-meti)-4-0ss0-ciclopent-Z-en-1- n, 78

ite (+/-)-2,2-dimeti}-{2-metil-propen-]-

§1}-3-ciclopropancarbossilato
1-A114)essi-2, 3-epossipropsno
Aluminio - alchili

Alluminio cloruro anidro
Alluminio fosfuro

Alluminio isopropilato
Atluminio polvere (pircforica)
Alluminio polvere (stabilizzata)

Ametrin

CAS n.

79-06-1

107-13-1

30899-1%-5

100-51-6

98-00-0

123-72-8

98-01-1
116-06-3
309-00-2
584-79-2
93-71-0
107-11-9

106-92-3

20859-73-8
7429-30-5

834-12-8

— 13 —

N. CEE

616-003-00-0
607-123-00-9

608-003-00-4

503-006-00-7

603-057-00-5

603-018-00-2

605-006-00-2

605-010-00-4

006-017-00-X
602-048-00-3
006-025-00-3
615-004-0C-6
612-046-00-4

603-038-00-1
013-004-00-2
013-003-00-7
015-004-00-8
603-042-00-3
013-001-00-0
013-002-00-1
613-010-00-0

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

Simb. R

T 23/24/25-23
Xi 36737738

F-T  45-11-23/24/25-

33
Xn  10-20
xn 20722

Xn 20721722

F 11
T 23725
T 26/27/28

T 24/25-40-48
Xn /21722

An  20/21/22-36/38
F-T  11-22/24/25

xin 20-43

F-C  14-17-34

c 34

F-T 15/28-28

f 11

F 15-17
10-15

Xn 20/2¢

S

2144
26-28

53-18-27-44

24725

%

9-29-33

24/25-44

1-13-28-45
22-36/37-44
2-13

2-13
9-18-25/25-44

24725
16-43

7/8-28
1/2-22-43-45
8-16

1/8-43
7/8-43

2-13

Note



15.2-1990

Supplememta ordinario slla GAZZETTA UFFICIALE

Serie gencrale - n. 38

Numere

d'ordine

=)

("

8l

§2
92
94
95
$6
97
2%

100
i
102

i03
104
155

106
7

108
110

m
112
113
114
115

116
117
1us

119

120

121

122

123
124
125
126

127
128

SOSTANZA

Amidithion

Amile acetato

Anile ¢loruro

Amile formiato

Amile propionato
2-Amincbenzidina
4-Aminobifenile
4-Mminobifemle sali
2-Amirobutano

Aminocarb

4-Amino-N, N-dietilantlina
2-Avinu-4,6-dinitrofenclc
2-Aminoetanolo

2-Aminceti tdimetiiamina

Rif.
sost,

n. 742

§-Azing-3-fenil-1-bis{dimetilamina)-fosf n. 859

oril-1H-1,2,4,triazolo
Aminofenolo
2-Amino-2-metiiproparoto

3-Aminemetil-3,5,5-trimetileciclcesil

amina

2-Amino-propano
1-Aminopropan-2-alo
3-pmino-1,2,4-1H-triazalo
Amitrolo

Armoniaca anidra

n. 108

Ammoniaca snluzione conc.compresa tra 10

Xe 35X

Ammoniaca soluzione conc.
Amronio hicromato

Araonio bifiuorure
Ammonio cligruro

Ammonto fiuoruro

Ammonio idroseide conc.compresa tra 10X o,

e 3%%

Amonio tdrossido conc. sup. a 35% n,

Anmonio perclorsto
Amonio polisolfuri
Anidride acatica

supr. & 35X

110

111

Anidride 1,2,4-benzentricarbossilica
Anidride 1,2-cicloesandicarbossilica

Anidride &-cicloesen-1,2-dicarbossilica n.

Anidride clorendica
Anidride cromics

130
n. 122
n, 321

Anidride endo-cis-bicicla{2.2,1)-5-epten

~2.3-dicarbossilica

Anidride 1,4,5,6,7,7-esaclorobiciclof2,?
,1)-5-gpten-2,3-dicarbossilica

Anidride esaidroftalica
Anidride fosforica
Anidride ftalica
Anidride malgica

n 120

Anidride 1-metii-5-norbornen-2,3-dicarto

ssilica
Anidride propicnica
Anidride solforosa

CAS n.

919-76-6
628-62-7

638-49-3
624-54-4

92-67-1
2032-59-9
93-05-0
96-91-3

141-43-§
108 D08

124-68-5
2855-15-2

75-31-0
76-86-6

6i-82-5
7664-241-7

77688-09-5

12125-82-9
12125-01-8

7720-98-9
108-24-7

552-30-7
85-42-7

129-64-6
115-27-5
1314-56-3
BS-44-9
108-31-6
25134-21-8

123-62-6
7446-09-5

— j4 —

N. CEE

015-080-00-2
607-130-00-2

§07-018-00-3
607-131-00-8
612-045-00-9
612-072-00-6
612-073-00-1
§12-052-00-7
006-018-00-3

612-080-00-X.

612-034-00-3
603-030-00-8
612-075-00-2

612-033-00-3
603-070-00-6
612-067-00-9

§12-007-00-1
6035-082-00-1

613-011-00-6
407-001-00-5
007-001-02-X

667-001-01-2
024-003-00-1
0G9-009-00-4
017-014-00-8
{08-006- 02-8

017-009-00-0
016-008-00-2
607-008-00-9
607-097-00-4
607-102-00-x

£07-105-00-6

607-101-C0-4

015-019-00-0
607-009-00-4
607-098-00-2
607-106-00-1

637-010-00-%
016-011-09-9

Simb.

xn

- -

F-Xi

E-Xn
X1
FC

Xn
X4

F-Xi

Xn

X

E-Xi

Xn

Xi

Xi

b {
Xi
Xn

CLASSIFICAZIONE €D ETICHETTATURA

R

20/21/¢2
10

10

10

20/21/22
45-22

45-22
11-36/37/38
23/24/25
25-34
1-wrelsee
20-36/37/38
11-21/22-35

20/21/22
36/38
21/22-34-43

12-26/37/38
M

22-40-45
i0-23
36/37/38

34-35/37/38
1-8-36/37/38-43

- 2534

22-36
23/eaf2s

9-44

31-34

10-34
36/37/38-42
36737738

36/37/38

36/37/38

as

36/37/38
22-36/37/38-42
22-36/37/38-42

34
23-36/37

2-13
23

23

22-36
53-44
83-44
13-16-2%
2-13-44
26-36-44
35

16-23-26-28-35

28
26-36/37/39

16-26-29
23-26-38

38437
1/5-16-38
2-28

7-26
28-2%
22-26-37
&z
1/2-28-44

14-16-27-36/37
6

26

22-28

23-39

39.

25

22-26

22-28-39
39

2
7/9-44

Note



15-2-1999

Supplemento

ordinarie alla GAZZETTA UFFICIALE

Seric gencrale - n, 38

Rumero

d'ordine

{*)

(**)

129
130

131
132

133

134
135
136
137
138
139
140
141

142
143
144
145
146
147
148

149
150
151
152

153
154
155
156
157
158

159
160
161
182
183

164

165
166
167
168

SOSTANZA

Anidride sutcinica

Anidride tetraidroftalics
Anidride trimellitica

Anidride vanadica
Anilina
Anilina sali

o-Anisidina e p-anisidina

Rif.
sost.

n. 119
n.1008

n. 731

Antimonto composti esclusi triosside{Sb2
03),tetraossido($b204) , pentaossido(Sh205

). triso) furo{5b253), pentasol furo(5b255)

e quellt espressamente indicati in

questo allegate,

Antimonio pentaciorurg
Antimonto triclorura
Antimonio trifluoruro

Antu

Argente nitrato
Aria liquida
Arsenico

Arsenico composti,esclusi quelli espress
amente indicati in questo allegato

Arsenico triossido
Atropina

Atropina sali
Azaconazolo

4-pzaeptan-1,7-diamina
3-Azapentan~i,5-diamina

izinphos~etile
Azinphos-metile
Aziridina
Azobenzene
Azossibenzene
Azotoata

Azoto biossido
Azoto tetrossido
Barban

gario clorato
garic perclorato
Bario perossido
Bario polisol furi

n. 358

n. 555

Barto sali,escluso 11 solfato di bario e

i sali espressamente indicati in gueste

aliegato

Barto solfure
Benguinox
Bensulide
Bentazon
Benzaldeide
Benzale cloruro’
Benzane

Benzidina
Benzidina saly
Benzilamina
Benzildimetilanina

n. 398

CAS n.

108-30-5
85-43-8

62-53-3

7647-18-8
10025-81-9
7783-56-4
86-88-4
1761-88-8

7440-38-2

51-55-8
60207-31-0
56-18-8
111-40-0
2642-71-9
86-50-0

103-33-3
495-48-7

10102-44-0
10544-72-6

13477-00-~4

13465-95-7
1304-29-6

21109-95-5
495-73-8
741-58-2
100-52-7
71-43-2

92-87-5

103-83-3

— 15 —

M. CEE
Simb.

607-103-00-5 Xi
607-039-00-5 Xi

612-008-00-7
612-009-00-2 T

051-003-00-9 Xn

051-002-00-3
051-001-00-8
651-004-00-4
005-008-00-0
047-001-00-2
008-002-00-3
033-001-00-X
033-062-00-5

- -y O
+

- -0

-t

614-410-00-3
614-011-00-9
613-040-00-4 Xn
612-063-00-7
612-058-00-X
015-056-C0-1
015-039-00-9

-

- - O

511-001-00-6
611-002-60-1
015-082-00-3
007-002-00-0

)

006-020-00-6 Xn
017-003-00-8 0-Xn
0L7-007-00-X 0-Xn
056-001-00-1 O©-Xn
016-003-00-5 Xi
056-002-00-7 Xn

016-002-00-X Xn
650-006-00-83 7

015-083-00-9 Xn
613-012-00-1 Jn
605-012-00-5 Xn

601-020-00-8

612-042-00-2
612-070-00-5
€12-047-00-X
612-074-00-7

3 €3 ~4 =y

CLASSIFICAZIONE E£D ETICHETTATURA

f

3ssar
38/37

23/24/25-23
23/24/25-33

20722

3-37
34-37
23/24/ 25
8-40

34

B-34
23725
23/25

26/28

26/28

22-84
21/22-34-43
21/22-34-43
26/27/88
26/27/28-36/38

en/22
/22
722
26-37

/21122
9-20/22
9-20/22
8-20/22
3i-36/37/38
20/22

20/22-31
23/24/25
2/21/22
20/21/22
22

45-11-23/24/ 25~

43

45-22

45-22

k)
10-20/21-22-34

S

25
5

28-36/37-44
25-36/37-44

22

%

26

7-26-44
25-36/37-45
2-26

21

1/2-20/21-28-44
1/2-20/28-28-44

1-25-45
1-25-45

24
26-36/31/39
26-36/37/39
1-13-45
1-13-45

28

28

2-13
7/9-26-45

2-13
13-27
27
13-27
25
28

8
2-13-44

2-13

2-13
24

53-16-29-44

£3-44
53-44
26

28-38

Note

A



15-2-19%0 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serfe geaerale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numero SOSTANZA Rif. CAS n, . CEE
d'ordine sost, Simb. R S Note
168 Benzile benzoaic 120-51-4 §C7-085-00-9 Xn 22 25
8enzile bromuro n. 201
170 Benzile cloroformiato §07-064-00-4 € 34-37 26
@enztle clorure n. 310
fenzilidene clorure n, 395
(**} 171 Benzc[a)antracene 56-55-3 601-033-00-9 T 45 53-44
{**) 172 Benzo(al)pirene 50-32-3 601-03z-00-3 T 45-46-47 £3-44
(**} 173 8anzo{b)fluorantene 205-99-2 601-034-00-4 T 45 53-44
174 p-Banzochinone 108-51-4 pOB-013-00-3 T 23/25-36/37728  26-78-44
p-Benzochinossima benzoilidrazone n. 160
Eenzo(d,e,flcrisens n. 172
Bagrole)acefenantrilgne. n. 173
Benzoguanamina n. 577
175 Benzoile cloruro 96w8i-4 607-012-00-0 C 34 26
Benzoile perossido n, 359
(**) 176 Benzo(j)fluorantene 205-82-3 601-035-00-X T 45 53-44
(**) 177 Benzo(k)fivorantene 207-08-9 601-036-00-5 T 45 53-44
Benzolo n. 164
178 Benzonitrile 100-47-0 608-012-00-3 Xn 21/22 23
N-{2-Benzotiazoli1}-N'-metilurea n. 179
Benzotricloruro n. 976
Benzotrifluoruro n. 498g
179 Benzthiazuron 006-036-00-3 Xn 20/21/22 2-13
(**) 180 Benzyl viclet 48 1634-08-3 650-010-00-X Xn 40 36/37
181 Berillic 7440-43-7 004-001-00-7 T 26/27-37-39 26-26-45
182 Beriliio composti, esclusi siiicati dop- 004-002-00-2 T 26/27-37-39 26-26-45 A
pi di alluminio e berillio
BGE n, 230
BHC n. 614
183 Binapacril 485-31-4 603-024-00-1 T 23724725 2-13-44
184 Bis-d4-clorobanzoile perossido 617-011-00-7 E-Xi 3-36/37/38 3/7/9-14-27-34~
37/38
0,0-Bis-{4-clorofenile) H-acetimidoil-fo n. BO9
sforamidoticato
1.1-Bis{4-clorafenil)-etanoto n. 261
Bis(clorometil)atere n. 788
{Ris-dimetil-carbamoil) disolfuro n, 949
Bis{N,N-dimetil-ditiocarbammato}di 2inco n.1028
1,1°'-Bis(3,5-dimetil-morfolinocarbo~ n. 750
nil-matil)-4,4 -bipiridilio
185 1,3-Bis{2.3-epossipropossi)-benzene 101-90-6 603-065-00-9 T 23/24/25-40-43  23-24-44
186 1,4-Bis(2,3-epossipropossi)-butano 803-072-00-7 Xn e0/21-36/38-43  26-28-37/39
187 2,2-Bis-{4-(2,3-epossipropossi)-fenil)-p 1675-54-3 663-073-00-2 Xi I5/3B-43 28-37/3%
ropano
$-{1,2-Bis(etosst-carbonit)-eti1}-0,0-di n. 655
metil-ditiofosfate
Bisfenclo-A-epicloridrina, prodotto di n. 847
reszione. Resine epossidiche (pesoc molec
olare medio inferiore o uguale a 700)
188 Bis(l-idressicicloesile} perossido B17-010-00-1 E-C  3-35 3/7/9-14-27-34
31739
188 2.5-Bis{idrossimetile)tetraidrofurano 603-062-00-2 Xi 36/37/38 3%
Bis-({metossi-tiocarbonile) diselfuro n. 458
190 Bis{2,4,6-trinitrofenil }amina 431-73-7 612-018-00-1 E-T  2-26/27/28-33 35-36-44

—_— 16 =



15-2-1590 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie grneraly - n, 38
CLASSIFICAZIONE LD ETICHETTATURA
Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE
d’'ordine soet, Sind. R 5 Note
131 Biz(2,4,6-trinitrofenil)aming sale di 2845-92-0 §12-613-00-7 T-1 1-26/.7,/80-33 35-35-4%
monto
132 Raro tribromuro 005~-303-60-0 T 14-78/22-35 9-26-28-36-45
18] Sure tricloruro 10294+-34-5 008002 -03-5 T 14-2€,28-2¢ 9-25-28-36-45
194 Buro trifluoruro - J83F-071-2 005-001-0%-X T 14-25-35 9-268-28-36-45
135 Bremo 77268-95-6 03%-001-93-5 € 23-35 1/9-26
186  Svoemobenzene 158-88~1 £02-050-00-9  Xi 10-38
197 Bromcetanc 74-95-4 $62-055-08~1 Xn W2 z8
188 Bromofenoxim 73-85-1 &05-032-00-5 Xn 20/z2 2-13
Sromaformio r. 962
139 Bromophos-etile £824~7-6  Gi5-064-00-5 Y 2372873 2-13-44
200 1-Bromppropano 136-94-5 602-519-90-5 F-T  11-2572%/a9 1/9-89<%5
201 alfa-Bromotoluens 802-0£7-00-2 Xi 3632138 a3
202 Bromoxynil) 1588+84+5  $03-008-0C-0 ¥ S EA LT 2-13-44
203 Brucina 357-57-3 §l4-008~00-1" T 28/28 1-13-45
204 Brusina sali S1e9-307-00-7 ¥ 26/ 58 1-13-45 A
205 1.3-Butadiene 106~99-0 501-013-00-X F 13 9-16-33 0
206 1,3-Butandiol-diacrilate 507-118-00-7 € 21-34-43 26-36/37/33 )]
207 1.4-Butandiol-diacrilate 507-118-00-2 € 21-24-43 28-38/37/39 D.
Butandiol -glicidiletere . n. a6
,208 Butano 105-97-8 601-004-00-0 F 13 9-16-23 [
209 Butanolo, eccetto alcool terz-butilice 71-36-3 603-064-00-6 Xn 10-20 15 c
78-92-2
75-83~1
{**) 210 B2utanone 78-93-3 606-002-00-3 F-Xi  11-35/57 9-1§-25-33
211 2-Buiancnossima 85-28-7 616-014-30-0 Xi 35-23 23-24
212 2-8utemals §3170~-30-3 605-003~0%-9 F-T  11-23-35/37/3% £9-33-M4
213 Butene 106-98-9 gg1-clz-0%-4 13 9-15-33 c
107-04~7
115-11-7
© 214 p-Sutiiamina 100-73-4 512-005-00-0 F-Xr 312-36/31/38 14-26-29
216 2-terz-3utilaminostiie metacrilste 3775-30-4 607-128-00-1 Xi 38/33-43 i} B
0-{4-terz-futii-2-cloro-fenil}-0-metil~f n, 322
osforanida
216  terz-Butil-B-cumile perossidd 617-007-00-5 G-X0 11-36/37738 3/2/9-14-27-
37/39
terz-Buti)-cumii-parossido n, 216
2-sec-Butil-4,6-ginttrofenil-isopropt n. 48R
1-carbonato
2-terz-Butil-4, §-dinitrafenolo n. 475
2i7 n-Butile acetato 123-85-4 607-025-00-1 10
218 sec-Butils acetato:; terz-butile acetato; 105-46-4 807-026-00-7 F 1 16-23-29-33 C
1sobutile acetato £40-88-5
219 n-8uttle acrilato 141-32-2 €07-062-00-3 Xi 10-36/37/38-43 9 1]
220 Butile dutirrato 109-21-7 607-031-00-4 10 c
221 Butile cloroformiats £32-34-7 607-138-00-6 T 10-23-34 26~36-44
222 Butile formiate 582-84-7 &07-017-00-8 F 31 9-16-33 C
583-40-2
762-75-4
223 wn-Butils metacrilato 97-88-1 §07-033-00-3 Xi 10-36/37/38-43 1]
Butiiene n. 213
224 terz-Butile perossido §17-001-00-2 O-X¢ 11-37/38 3/7/9-14-27-301
9
Butiletilchetons n. 514
n~Butil-glicidil-atare n, 230



15-2-19%0

Numero

¢’ ordine

225

226

a7

28
229
230
231
32
233
234
235

236
237

238
239
240
241
242
PLK]
244
245

UG
w7
248
249

250
251

{**) 252

{*)

253
254
255
256
257
258

259
260
261
282
263

Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

SOSTANTA

Butilglicel

Butilglicol acetato
Butilpropionato
2-futin-1,4-diolo
But~2-1n-1,4-diclo
Butirraldeide
Butirraldeidecssima
Butirrile cloruro
n-Butirronitrile
1-Butossi-2,3-epossipropano
Z-Butossietanolo
2-Puvaseietil acetato,
3-Butossi-2-propancio
1-{2-Butossipropossi }=Z-propanclo
Cadmio cisnuro

Cadmio cloruro

Cadmio composti, esclusi i1 solfure(CdsS)
, 11 solfoseleniuro(xCds . yCdSe},i solf
yri misti di cadmio e zinco{xCdS . yZIn$)
, 1 solfuri mist! dt cadmio e mercuriof

xCdS . yHgs) e quelli espressamente indi

cati in.questo allegato.
Cadnio esafluosilicato
Cadmic flugruro

Cadmio formiato

Cadmic toduro

Cadmic ossido

Caicio

Calgio carburo

Caicio cloruro

falcio cromato
Calcio fosfuro
Calcio fidruro

Calcio {poclorite conc. C1 attive sup. a

3%

Calcio polisalfuri
Caleio solfuro
Catomelano
Canfecloro

Canfaene clorurato
Carbaril
Carbofenothion
Carbofuran
Carbonile cloruro
Carbonic ossido
Carbonio solfuro
Carbonio tetracloruro
Chinone
Chlordecone
Chlorfenac
Chlarfenetol
Chlorfenprop-matile
Chlorfonium

Serie generale - n. 38

Rif.

n. 231
n. 232

n. 226-

n. 75

n. 612

n. 252

n. 933
n, 174

CAS m.

110-65-6

110-69-0
141-75-3
109-74-0
2426-08-6
111-78-2
112-07-2

542-83-6

10108-64-2

7790-79-6
4454-23-7
7790-8G-9
1305-19-0
T440-70-2
75-20-7
10043-52-4
z2691-02-7
13765-19-0
1305-99-3
1759-78-8
7778-54-3

20548-54-3
8001-35-2
63-25-2
786-19-6
1563-77-2
75-44-5

630-08-0
75-15-0

143-50-0
85-34-7

115-78-6

N. CEE

. Simb.

607-029-00-3
603-076-00-9
616-013-00-5

§07-136-00-5
608-005-00-5

603-039-00-7 Xn

603-014-00-0
607-033-00-2
£03-062-00-8
603-050-00-7
048-004-00-1

048-008-00-3
048-001-00-5

048-005-00-7
043-006-00-2
048-003-00-6
048-007-00-8
048-002-00-0
020-001-00-X
008-004-00-9
017-013-00-2

024-008-00-9
015-003-00-2
001-004-00-5
017-012-00-7

016~005-0¢-6
016-004-00-0

602-044-00-1

006-011-00-7
015-044-00-6
096-026-00-9
006-002-00-8
006-001-00-2
006-003-00-3

606-019-00-6-

607-074-00-9

603-049-00-1 -

607-075-00-4
015-085-00-X

CLASSIFICAZIONE €D ETICHETTATURA

R

10
25-34

22-24-3%
11-34
10-23/24/25
26-43
20/21/22-37
20/21

36/38

2ls2e
26/21728-32-33-
1
45-23/25-48
20/21/22

23/25-33-40
23/25-33-40
23/25-33-40
23/25-33-40
23/25-33-40
15
15
36

45-22
15/25-28
15
8-31-34

3)-36/31/38
31-36/37/38

21-25-31/38-40

20/22-37
23/24/25
26/28

26

12-23
12-26

24/25-40
521122
20721722
20/22

23/24/25

5

22-36-44

23-36-44
16-23-26-36
4“

24725
24725

24

1/2-7-28-29-45

53-44
22

22-44
22-44
22-44
22-44
22-44
8-24/25-43
8-43

2c-24

53-44
1/2-22-43-45
1/8-24/25-43
2-26-43

28
28

36/37-44

2-13

2-13-44
1-13-45
179-24/25-45
1-15
27-29-33-43-45

22-36/37-44
2-13

2-13

2-13
2-13-44

fiote



15-2-1990)

Supplemente ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Numero
d'ordine

264
65

266
267
- 268

289
279
271
2
273

4

278
276
277
278
219
260
281
282
283
284
(*) 285
(* ) 286
{* ) 287

288
289
230
M
202

293

294

295
296
297

SOSTANZA

Chlortion
Cisnamide

0-{4-Ciancfenil}-0,0-dimati1-tiofosTato

Cianogeno
2-Clan-prcpan-2-ola
Ciantoato
Cianurile cloruro
Cictohutan-1,3-dions
Cictoasano
Cicloesanolo
Ci¢loesanone
Ciclossilaming
2-Cicloesil-4,6-dinitrofenolo
Ciclnesite acrilato
3-Ciclovottil-l,i>dimatiNarea
Ciclopantano
Ciclupantanone
Ciclopropano
Cicluren
Clexatin
Cinerina §
Cinerina 11
Cloralio idrate
Cloralose
Cloramina T (sale sodico)
Clordano
Cloerdimeform
Clordimeform, cloridrato -
Clorfenamidina
Ciorfenvinfos
Cloridrina etilenica
Clioridrina solforica
Cloro
Cloroacetilcloruro
Cloroacetonitrile
2-Cloraallile dietilditiocarbammato
Cloroanilina mono-

di-

tri-
2-Clorobenzaldeids
o-t1orobenzaldeide
Clorobenzole-
2¢-Clorobenzonitrile
2-Clore-1,3-butadiene
1-Clorgbutaro

{#-Cloro-tut-2-in§1)-RH=-{3-cloro-fanil)-

carbammato .
p~Clore-m-cresole

8-{2-Clero-1-(2,4-dicloro-fenil}-vinil}-

0,0-diati)fosfato

{2-Cloro-3-dietilamino-1-meti)-3-oss0-pr

op-1-enil)-dimetil-fosfatae

Rif.

n. 330

n. 977

n. 278

n. 298

n. 929

n,.294
n. 740

n. 153

n. 3032
n, 28

n. 538

2-Cloro-4-dimatilamino-6-metil-pirimidi- n. 27

CAS n,

500-28-7
420-04-2

460-19-5
75-35-5

15506-53-3
110-82-7
108-93-0
108-94-3
108-81-8

3085-71-5

287-92-3
120-92-3
75-19-4
2163-69-1

97-12-1
121-20-0

14798-36-8

51-74-9
6165-98-3
19750-95-9

470-90-§

7790-94-5
7782-50-5
79-04-9

27134-25-5
27134-27-8
18487-39-3
29-98-5

873-32-5
31900-55-7

—_19 —

N. CEE

015-042-00-5
615-013-00-2

608-011-00-8
608-D04-00-X
015-076-00-3

608-~008-00-6
601-017-00-1
803-009-00-3
606-010-00-7
812-050-00-6

607-115-00-5

£01-030-00-2
606-025-00-9
601-016-00-6
006-027~00-4
050-002-00-0
613-025-00-2
613-026-00-8
605-018-00-6
£05-013-00-0
616-010-00-9
602-047-00-8
650-007-00-3
£50~009-00-4

015-071-00-3
016-017-00-1
017-001-00-7
607-080~00-1
603-068-0G-1

£12-010-00-8

B05-011-00-X%

608-013-00-9
662 -035-00-8
602 -0%8-00-3

Simb,

Xn

F-T

-

bt B |

In
Xn

£i

x

Xn
Xxn
Xn
An

Xn
Xi
xn
xn
xn

- Y -

Xn
FaXn

-

F

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

W0/21/22
25-36/38-43

11-23
26/27/28
26/21/28

1

1
20/22-37/38
10-20
10-21/22-34

- 37/38

11
10-36/38
13

20721 /22
20/23/22
0r21/22
w222
25-36/38
20/22
36/37/38
21/22-40
21/22-40
22-40

26/21/128
14-35-37
23-36/37/38
34-37
23/24/25

23/24/25-33

34

21/22-36
12-29
11

Serie generale - n. 38

$

2-13
3-22-36-44

23-u
7/8-27-45
1-13-4%5

9-16-23
9-16-33
24/25
s
36/97/38

8-15-29-33
23

9-16-33
2-13

2-13

-1

2-13

25-44
2-16-24/25-28
2-7-15
36/37
22-36/37
22-36/37

1-13-28-45
6

7/9-44
§-26

&4

28-36/37-44

25

23
8-16-28-313
9-18-2%

Note



15-2-1990 Supplemento ordinario alia GAZZETTA UFFICIALE Serie gencrale - v, 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numerd SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE
d’ordine sost. Simb. R 5 Note
298 1-Cloro-2,3-epossipropanc 106-89-8 603-026-00-6 T 45-10-23/24/25- 53-8-44 E
34-43
299 2-Cloroetanolo 107-07-3 603-028-00-7 T 26/21/28 7/9-28-45
2-(4-Cloro-6-etilaming-1,3,5-triazin- n. 329
2-il}aming-2-meti -propionitrile
Cloroetiliene n. 1011
{2-Cloroetil)~trimetilanmonio n, 30t
0-(4-(4-Clorofentilazc)-fenil}-0,0-dimets n. 151
1-tiofosfato
{4-Clorofenit)-benzensol fonato n. 5§83
3-(4-Clorofenil)-1,1-dimetilurea n, 148
2-(2r{azCloro-fenil-2-fenil)-acetil )-in- n. 311
dan-1,8-dione
4-(2-Cloro-fenilidrazona)=23-metit-4H-851 'h. 495
sossazolone
N'-(4-Clorofenil)-N-metossi-N-metilurea n. 748
3-{1-{4-Cloro-fani))-3-0ss0-butil)-4-idr n. 323
ossi-cumarina
30 Clorofensio 604-008-00-0 Xn 20721722 2-28 C
Clorofermio n, 970
$-{(2-Cloro-1-ftalimido}etil)-0,0-diet n. 348
i1-diticfosfato
301 Cloromsquat 999-81-5 007-003-00-6 Xn 20721122 2-13 A
{*™) 302 Clorometeno 74-87-3 802-001-00-7 F-Xn 13-20-40-48 9-16-33
303 4-Cloro-3-metilfenolo 59-50-7 604-014-00-3 Xn  21/22-38 26-28
Clorometil (metil) etere n. 304
304 Clorometil (metil) ossido 107-30-2 €03-075-00-3 F-T  45-11-20/21/22 53-9-16-44 E
305 3-Ciore-2-wetil-1-propene 513-47-3 602-032-00-6 F-An 11-20 8-16-29-33
N'-(3-Cloro-4-metossi-feni1)-N, N-dimetil o, 737
urea
306 Cloronitrosnilina 610-006-00-0 T 26/27/28-33 28-36/37-45 ¢
307 1-Cloro-4-pitrobenzene 100-00-5 610-005-00-5 7 23r24/25- 33 28-37-44
p~Cloronitrobenzolo n, 307
0-(3-Cloro-4-nitro-fenil)-0,0-dimetiltic n. 254
fasfato
0-(4-Cloro-3-nitro-fenil)-0,0-dimetiltio n. 810
fosfato
368 1-Cloro-1-nitropropano 600-25-9 610-007-00-6 Xn 20722
Clorgpicrina n. 972
Cloroprene. n, 296
303 3-Cleropropensz 107-05-1 602-029-00-X F-T 11-26 16-29-33-45 D
310 aifa-Clorotoluene 160-44-7 602-037-00-3 Xi 36/37/38 39
311 Clorphacinone 606-014-00-9 1T 26/22/28 1-13-44
312 Clerpirifos 2921-88-2  015-084-00-4 T 2372425 2-13-44
33 cClortiamid 1918-13-4 816-005-00-1 Xn 20/21/22 Z-13
Cloruro rameocso n. 870
314 Colchicina 64-86-8 614-005-00-6 T. 26/28 1-13-45
35S 4-CPA 122-88-3 £07-073-00-3 %n 20/21/22 2-13
Cresile glicidile etere n. 509
316 Cresolo 1318-77-3 €04-004-00-8 T 24/25-34 2-2B8-44 C
317 Crimidina 535-69-7 G13-004-00-8 1 26/27/28 1-13-45
(* ) 318 Cromato di piombo 7758-97-6 082-004-00-2 Xn 33-40 22
Cromile clarure n. 320
(**) 319 Croma(Ill) cromsto 24513-89-5  024~010-00-X O-T  45-8-35-43 §3-44
320 Cromo ossicloruro 1791-14-2 024-005-00-2 0-C 8-35 7/8-22-28



15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie geacrale - n. 38
CLASSIFICAZIONE €D ETICHETTATURA
Numereo SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE
d’ordine sost. Simb, R s Hote
321 Cromo triossido 1333-82-0 024-001-00-0 0-C B8-35-43 4]
Crotonalideide n. 212
3122 Crufomato 299-86-5 G15-074-00-X Xn 20/21/22 2-13
323 Cumacloro 81-82-3 607-057-00-6 An 2W0/e1/22 2-13-44
324 Cumafuril 607-058-00-1 7 23524725 2-13-44
325 Cumaphos 56-72-4 015-038-00-3 ¥ 26/27128 1-13-28~-45%
326 Cumatetralil 5836-29-3 607-059-00-7 T 28/21/28 1-13-45
Cumene n. B58
327 Cumene idroperossido 617-002-00-8 ©O-C 11-35 3/1/9-14-27-37/
39
328 Cumitoato 572-48-5 D15-086-00-5 T 23/24/25 2-13-44
329 Cyanazine 613-013-00-7 T 23724128 2=13+44 }
330 Cyanophos 2635-26~2 015-087-00-0 Xn 20/21/22 2+13
331 2.4-D 94-75-7 507-039-08-8%-Xn 20/21/22 2-13
{**) 332 Dapsone 80-08-0 6i2-084-00-1 Xn 2 22 .
333 Dazomet $33-74-4 613-008-00-X Xn 21/22 2-13
334 2,4-0B §07-083-00-8 Xn 20/21/22 2-13
335 2,4-0B =ali 867-084-00-3 Xn 20/21/22 2-13 A
{* ) 336 DOT 50-29-3 602-045-00-7 T 25-40-48 22-35/37-44
Decacloropentaciclo (5.2.1.0(2,6).0(3,9) n. 259
.0{5.8})decan-4-one
337 ODecarbofurano 008-022-00-7 T 23/24/25 2-13-44
338 Demeton-0 8000-97-3 015-028-00-9 T 26/27/28-36 1-13-26-28-45
339 Deseton-0-metile 857-271-6 015-030-00-X T 23/24/25-3% 2-13-26-44
340 ODemeton-5-metile 813-86-8 015-031-00-5 T 23/24/25-38 2-13-26-44
341 Demeton-S-metilsol fone 015-078-00-1 T 23724425 2-13-44
342 Demeton-$ 126-75-0 015-029-00-4 7 26/21/26-36 1-13-26-28-45
343 Desmetrin 1014-69-3 613-007-00-4 Xn 20/21/22 2-13
344 2,4-D esteri e sali 607-040-00-3 Xn 20/21/22 2-13 A
345 N N'-Diacetilbenzidina 612-044-00-3 Xn 20/21/22 22-36
0iacetonalcool n. 625
346 Diacetonalcool, tecnico 123-42-2 803-017-00-7 F-Xi 11-36 7-16-24/2%
347 Diacrilato di 2,2-dimetilpropan-1,3-prop 607-112-00-4 T 24-36/38-43 78-39-44 D
andiolo
348 Dialifos 015-083-00-6 T w/21/28 1~13-45
{* } 349 piallate 2303-16-4 006-019-00-0 ¥n 22-40 25-36/37
K, B-Dialiticlioracetamide n. 80
380 Diallile ftalato 13{-17-9 €07-086-00-4 Xn 22 24725
4,4 -Diamingbi fenile n. 165
351 4.4°-Diaminodifeniimetano 6i2-051-00-1 Xn 20/21/22
4,4"-Diaminodi fent 1sul fone n. 332
352 1,2-Disminoetano 107-15-3 612-006-00-6 € 10-21/22-34-83  S-26-36737/39
§-{{4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-41)-meti n. 666
1)-0,0-dimeti1-ditiofosfate
353 Dianidride 1,2.4,5-benzentetracarbossil 89-32-7 607-098-00-X Xi 36/31/38 25
ica
354 Dianicride 3,3',4,4 -benzofenontetracarb 2421-28-5 607-100-00-9 Xi 35/37 25
ossilica
355 Dianidride 1.2,3.4-ciclopentantetracarbo 607-104-00-0 Xi 36/37 25
sailica
Dianidride piromeilitica n. 353
o-Dianisidina n. 455
o-Dianisidina sali n. 456
{(* ) 356 Diarsenico triossido 1327-53-3 (¢33-003-00-0 T+ 45-26-34 53-45 £
357 3,6-Diazaottan-1,8-diamina 112-28-3 612-059-00-5 € 21-34-43 26-36/37/39

—_ 20 -



15-2-1990 Snpplemenm ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie gencrole - n, 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numero SOSTANIA Rif.. CAS n. N. CEE
d'ordine sost. Stmb. R 3 Note
358 Diazincne 333-41-5 015-040-00-4 T 23/24725 2-13-44
35¢ Dibenzoile perosside 617-008-00-0 E-Xi 3-36/37/3B 3/7/9-14-27-34-
37/3%
360 1,2-Dibromo-3-cloropropanc 96-12-8 602-021-00-6 T 45-46-20/21-25- 53-44 £
48
6-{1,2-Dibromo-2,2-dicloro~-etil}-0,0-dim n, 761
etit-fosfato
361 1.2-Dibromoetano 106-33-4 602-010-00-6 T 45-23/24/25-36/ 53-44 | 3
37738
3,5-Dibromo-4-idrossi-benzonitrile n., 202
362 Dibromometans 74-95-3 602-003-00-8 Xn 20 24
363 Di-n-butilamina (1}, 111-92-2 612-049-00-0 Xn r0-20/21/22
di-sec-butilamina
364 Di-n-butil-etere 1429841 603-054-00-8 X§ 10-36/37/38
355 Dicamba 1918-00-9  607-043-00-X Xn  20/2)/22 2-13
366 Dicamba sali 607-044-00-5 Xn 20/21/22 13 A
367 Dichetene 674-82-8 606-017-00-5 Xn 10-20 3 [/}
368 Oichlone 117-80-6 606-018-0C-0 Xn 20/21/¢2-38 2-13
369 Oicicloesilamina 101-83-7 612-066-00-3 C 22-34 36/37/39
370 Dicicloesilammonio nitrito 3120-81-7  007-009-00-9 Xn  20/22 15-41
371 Oictcloasiimetan-4,4 ' -diisociansto 5i24-30-1 615-009-00-0 7 ¢3-36/37/38-42/ 26-28-38-45
43
372 ODBiclofenthion 97-17-6 015-068-00-7 Xn 20/21/22 2-13
373 Diclofluanide 1085-98-9 816-006-00-7 . %n /21122 2-13
374 Dicloroacetile ¢loruro 79-36-7 607-067-00-0 C 35 9-26
5-2,3-Dicioroaliile diisopropiltiocarbam n, 349
mato
375 1.2-Dicicrobenzene 95-50-1 €02-034-00-7 Xn 20 24725
376 1,4-Dictorobenzene 106-46-7 602-035-00-2 Xn 22 2-24/25
377 3.3'-Diclorcbenzidina 9]-54-1 €12-068-00-4 T 45-21-43 53-44 E
378 3.3"-Diciorobenzidina salt £12-083-00-% T 45-21-43 . 53-44 AE
4-4"-Diclorobenzoile percsside n. 184
a-Biciorobenzolo n. 375
p-Diclorobenzolo n. 376
379 1,1-Dicloroetane 75-34-3 602-011-00-1 F-Xn 12-20 7-16-29-33
(**) 380 1,2-Dig¢lorgetanc 107-06-2 602-012-00-7 F-T  45-11-22-36/37/ S3-16-29-44 E
k]
38l 1,1-Dicloroetilene 75-35-4 602-025-00-8 F-%Xn 12-20-40 7-16-29 D]
382 1,2-Dicloroetilene 5ab-59-0 602-026-00-3 F-Xn 11-20 1-16-29
383 2,2'-Dicloroetiletere 111-44-4 603-020-00-2 1 10-26/27/28-40  7/9-27-38-45
N'-(3,4-Dicloro-fenil)-N,N-dimetil-urea .n. 430
1({2-(2,4-Diclorofenil)-1,3-diossolan-2- n. 144
il)metil)-1R-1,2,4-triazolo
{2.4-Diclorofenil)(fenil){S-pirimidini)) n, 960
metanclo
3-(3,4-Dicioro-fenil)-1-metossi-1-metil- n. 648
ures
H-{3,4-Diclorofenil)-propionamide n. 851
3s4 2,4-Diclorofenclo 120-83-2 604-011-00-7 Xn 22-36/38 26-28
2-{Z,4-Diclorofencssi)-etile solfato aci n. 487
do
' -(Biclorofiuorometil)tio-K, K-dimetil- n. 373
N -fenil-sul fonildiamide
385 MN-{Dicloroflucrometiltio)-ftalimide 616-012-00-X Xi as 28
386 Dicloroisccianuratc sodico biidrato £13-030-01-7 " Xn 22-31-36/37 8-26-41

— -



Seriy genzrale - n. 38

15-2-19%0 Svpplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE
Numero SOSTARZA Rif. CAS n. #. CEE
d'ordine sost. Simb. R
387 Diclerometano 75-09-2 §02-004-90-3 Xn 20
388 2.2'-Dicloro-4.4 ' -wetilendianilina 101-14-4 612-078-00-9 T 45-22
383 2,2°-Dicloro-4,4 -metilendianiling sali 612-079-00-4 T 45-22
23-Bicloro-1,4-naftochinone n. 368 .
390 1,1-Diclore-l-nitroetano 594-72-9 610-002-00-9 T 23/24/25
381 0Oicloropropano 602-020~-00-0 F-Xn 11-20
{**) 392 1,3-Oicloro-2-propanclo 96-23-1 602-064-00-0 T 45-21-25
393 1.1-Oiclorcpropene (1) 563-58-6 B02-031-00-0 F-T 11-23
1,2-Dicloropropena (2) 563-54-2
394 1,3-Dicloropropene (1) 542-75-6 602-030-00-5 F-Xn 11-22
2.3-dicloropropene (2) 78-88-5
-3,3-Dicoropropene (3) 563-57-5
2.6-Dicloro-tichenzamide n. 313
395 alfa,alfa-Diclorotoluene. 98-87-3 602-058-00-8 Xi{ 35/37/38
(2,2-Diclore-vint) }-dimetil -fosfato a. 308
398 0-(2,2-Dicloro-vinil)-0-meti1-0-(2-etil~ 7076-53-1 015-077-00-6 T 23/24/25
solfinil-etil)-fosfato
397 Diclorprop 120-36-5 607-045-00-0 Xn = 20/21/22
398 Diclorprop sali 607-D46-00-6 Xn 20/21/22
399 Diclorvos 62-73-7 015-019-00-X 7T 23/24/25
400 Dicofo? 115-32-2 603-044-00-4 Xn 20/21/22
401 Dicrotophos 015-073-00-4 7 26/21/28
402 Dicumarina 66-76-2 507-060-00-2 T 23/24/35
403 8.8 -Dicumile perossido 617-006-00-X 0Q-Xi 11-36/37/38
Dicumile perossido n. 403
(* ) 404 Digldrin &0-57-1 602-049-00-2 T+ 25-27-40-48
405 1,2:3.4-Diepossi-butano 1464-53-5 603-060-00-1 Y 23/24/28-38/
37/38-40-42/43
408 Dietanolamina 111-42-2 603-071-00-1 Xi 36/38
407 Dietilamina 109-89-7 $12-003-00-X F-Xi 11-36/37
408 2-Dietilaminoetanolo 100-37-8 603-048-00-6 Xi 36/371/38
409 2-Djetilamincetile metscrilato 607-127-00-6 Xn 20-36/368-43
3-{Dietilamino)-propi lasrina n. 411
410 N, N-Dietilanilina 91-66-7 612-054-00-8 ' T 23/24/25-33
0,0-Diet11-0-[4-bromo-2,5-dicloro-fenil) n. 199
-tiofosfato
Dietilchetone n. 808
0,0-0iet1l-5-{(2-cian-2-metil-etil)-carb n. 268
amoil)-metii-tiofosfato
N B-Dieti?-S-2-cloro-allil-ditiocarbamna n. 920
to
0.0-Dletil-5-{(a~cloro-fenil-tio)-metil) n. 254
-ditiofosfato
0,0-Bietil-0-{3-cloro-4-metilcumarin-7- n. 325
11)-monotiofosfato
0,0-Dietil-5~{(6-cloro-2-oss0~-1,3-benzos n. 588
sazolin-3-41)-metil)-ditiofosfato
£11 N, N-Dietil-],3-diamincpropano 612-062-00-1 € 10-21/22-34-43

0,0-Dietil-0-[2,4-dicloro-fenil)-tiofosf n. 372
ato

0,0-Diati1-5-({2,5-dicloro-fenil-tic)-me n. 579
til)-ditiofosfato
0,.0-Dietii-0-{2-dietilamino-6-matil-p
irimidin-4-i1)-tiofosfato

n. 829

CLASSTFICAZIONE ED EYICHETTATURA

S Note
24
53-44 E
53-44 AE
6-44
8-16-29-33 c
53-44 E

16-29-33-44 ¢

$-16-29-33 c

39
2-13-44

2-13

2-13 A
2-13-44

2-13

1-13-28-45

2-13-44
3/1/8-14-27-31/

35

22-36/37-45
23-24-44

26
16-26-29
28

26 b

28-31-44

26-38737/39



15-2-1990 Surnizowenro ordingrio alla GAZZETTA UFFICIALE

Sevie genorele - n. 38

T T e e

CLASHIFICAZIONE ED EYICHETTATURA
Nusero SOSTANIA Ri¥. CAS n, k.  CEE

é'ording sost, Stnb, R Y Kote

Distivenetrianina n. i46
412 Uirtilenglicol giacrilato €07-120-00-8 T 24-36738-43 28-38-44 [
fiiatitengliicol dinitrato n. £64
413 Dietile vasalato §5-92-1 637-147-00-5 Xn w2-3% 23
0,0-Metil-5-{2-ettlsul finil-etil )-d n, 792
stiofzafato
£,0-0ieii1-S-{2-stiltio-etii)-ditiofost w. 488
BLO
G, 0-Bistii-0-{2-st11tic-at1) }-ticfuslsty n, 353
6,0-Diet11-5-(2-etiltig-etit}-tinfosfato n, 342
0, 0-Dietil-5S-{atiltio-metil}-ditiofesfa n. 592
to
¢ 0-Dietil-S-{N-atossi-carbonil-N-metit- n. 853
carbomott-metil)-ditiofasfate
N N-Dietil~p-TfaniYendianina n, 99
0.0-Dieti1-S~(N-isopropil-carbamoil-mets n, BES
1)-ditiofosfato
0,0-Dietii-0-(2-isopropil-4-metil-pirimi n. 352
din~-§-11)-tiofosfato
414 0,0-Dieti1-0-({4-mettlcumarin-7-11)-tiofo 258-45-6 015-076-00-0 1 26/27/28 1-13-28-45
sfato
0,0-Dieti1-¥-[4-meti1-1,3-ditiolan-2-111 n. BE9
den}-fosforoamidato
0.0-DietiV-0-(3-metit-1H-pirazol-5-i1}-f n. 823
osfato
0,0-Dietil-0-{4-metilsul finil-fenil)- n. 584
tiofosfato .
0,0-Disti1-0-{4-nitro-fenil)-tinfosfate n, 797
0,0-Dietil-5-{{4-05390-34-1,2,3-benzotria n, 147
zin-3-11Jmet 1} -ditiofosfato
¢,0-0tetil-{&-0850-7,8,9,10-tetraidro- . 328
benzo(clcromen-3-il)-ticfosfato

415 Dietilsolfato €4-67-5 016-027-00-6 T 45-46-20/21/22- 53-26-44 “E
34
0.0-Dieti1-0-{3,5.6-trictoro-Z-piridi n. 32
1)}-tiofosfato
416 1,1-Dietossi-etana 105-57-7 605-015-00-1 F-X1 11-36/38 $-16-33
2-([{Dietossi-tiofosfortlossi)-imine)-2-f n. 09
- enil-acatonitrile

417 tifenamide 957-51-7 616-007-30-2 Xn 20/21/22 2-13
418 Difenilamina 612-028-00-5 T 23/24/25-33 28-36/37-44
419 01 feniimetan-4 4" -diisocianato (1}, " 101-68-8 §15-005-01-68 Xn 20-35/37/38-42  5-28-38-45
isomeri # omologht {(n=0-4) (2. a018-87-9
wiscels di (1} e (2) -
420 Difenilmetan-4,4"-difisocianato(sD]) (1) 101-63-8 615-005-60-8 Xn 20-36/37/38-42  26-28-38~45 ¢
Di feni Imetan-2,4" -diisoctanato(MD1}{2) $873-54-1
D4 fent Imatan-2,2 -di isocianate(MDI) (3} 2536-05-2
Niscele ¢t (1).(2) 2 {3}
421 Digitossina 1-83-6 Bi4-022-00-9 Y 23/25-35 1-44
2,3-DMidro~2,2-dimetil-7-benzofuranil-me n. 255
tilcarbamato
422 1,2-Diidrossibenzene 126-80-9 €04-036-00-4 Xn 21/22-38/38 22-26-37
423 1.3-Diidrossibenzens 108-46-3 €04-G10-20-1 X 22=38/28 25

424 1,4-Diidrossibenzene 123-31-9 604-005-00-4 Xn z0/2e 2-24/25-39
Di isobutilchetone n. 443

24—



15-2-1990 Supplemento ovdinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38

CLASSIFICAZIONE £D ETICHETTATURA

Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE
d'ordine sost. Simbr, R S Note
Diisopropanolamina n. 628
N, N’ -0t isopropi 1 -fesforodiamide-fluoruro n. 739
425 Dilauroile perossido 617-003-00-3 0-X§ 11-36/37/38 3/7/9-14-27-31/
kL]
426 Dimafox 115-26-4 015-061-00-9 T 26/21/28 1-13-28-45
Dimepranol {DCI) - n. 432
427 Dimetan 122-15-% 006-010-00-1 7 26/21/28 1-13-45
428 Dimetilacetale 534-15-6 605-007-00-8 F 11 9-16-33
429 N N-Dimetilacetamide 127-19-5 £§15-011-00-4 Xn 20/21-36 26-28-36
0,5-Dimetil-N-acetil-tiofosforamidato n 1
4-{Dimet{laming)-henzen-diazoscifonato n. 570
di sodic
(2-Dimetil-amino-5,6-dimetil1-4-pirimidin n. 828
i1)-N,N-dimetilcarbammato
430 2-Dimetilaminocetanclo 108-01-0 603-047-00-0 Xi 10-36/37/38 8
2-Dimetilaminoetilamina n. 102
431 2-Dimetilaminoetile metacrilato 2867-47-2 §07-132-00-3 Xn 21/22-36/38-43  26-29 L
3-{Dimetilamino-metilene-imino)-fenil-me n, 596
tilcarbammato
(4-Dimetilamino-3-metil-fenil)-N-metilca n. 98
rhammato
432 $-Dimetilaminopropan-2-olo 108-16-7 603-077-00-4 C 10-22-34 23-26-36
3-(Dimetilamino)-propiiamina n. 440
alfa-(4-(4-Dimetilammino-alfa-(4-{etii{3 n. 180
-sodiosul fonatobenzil Jammino)=fenil Jben-
r11iden)cicloesa-2,5-dieniTiden{atil)am-
manto)ioluen-3-sul fonato
433 N N-Dimetilanidlina 121-68-7 612-018-00-0 T 23/24/25-33 28-37-44
(* ) 434 3,3'-Dimetilbenzidina 119-93-7 612-041-00-7 T 45-22 53-44 E
435 N, N'-Dimetilbenzidina 8810-74-4 612-043-00-8 Xn 20/21/22 22-36
(* ) 435 3,3'-Dimetilbenzidina sali 612-081-00-5 T 45-22 §3-44 AE
(* } 437 Dimetilcarbamoile cloruro 78-44-7 005-04i-00-0 T 45-22-23-36/37/ 53-43 E
38
438 1)3-{Dimetii-carbamoil-ossi}-5-metil- 006-040-00-5 T 23/24/25 2-13-44
1H-pirazol-1-1-(N,N-dimet i1 -carbammi
de)
2)(3-meti)-1H-pirazol-5-i1)-N N-dimetil
-carbammato)
439 1.4-Dimetilciclomsano 585-90-2 601-019-00-2 F n 8-16-33
440 N N-Dimetil-1,3-diaminopropane 612-06i-00-6 C 10-22-34-43 26-36/37/39
441 Dimetildiclorositano 014-003-00-X F-Xi 11-36/37/38
N, fi-Dimetil-2,2-difenilacetamide n, 417
0.0-Dimetil-0-cis-(2-dimetil-carbamail-1 n. 401
-metil-vinil}-fosfato
1,1 -Dimetii-4,4"-dipiridinio n. 796
442 Dimetile carbonato 616-38-6 607-013-00-6 F-Xn 11-20/21/22 9-29
443 2,6-Dimetil-aptan-4-one 108-83-8 5056-005-00-X Xi 10-37 24
444 Dimetiletere 115-10-6 §03-019-00-8 F 13 9-16-33

0.0-Dimetil-$-{2-etit-solfinit-etil)-mon n, 788
otio-fosfato
Q,0-Dimeti1-5-{2-etiltio-etil)-ditiofosf n. 946
ate

0,0-Dimeti1-D-{2-etiltio-etil)-tiofosfa n. 338
to

3 « Libreria - S.0.G.V. 0. 38



15-2-1990 Supplewmento ordinario alle GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numaro SOSTANKZIA Rif. CAS n. N. CEE
d’ordine sost, Simb, R s Note
0,0-Dimetil-S5-{2-etiltio-etil)-tiofasfat n. 340
0
0,0-Dimetil-5-(alfa-(etossicarbonit)-b n. 568
enzyi}-ditiofosfato
45 N N-Dimetiifenilendiamina o 2836-03-5 612-031-00-2 71 23/24/25 28-44 [
m 2836-04-5
p 99-98-6
446 N N-Oimeti]formamide 68-12-2 616-001-00-X Xn 20/21-36 26-28-36
0,0-Dimetil-5-(M-formil-N-metil-carbamoi n. 597
1-metil)-diticfosfato
0,5-0imetil-fosforamidotioato n. 680
0,0-Dimatil-S-ftalimidometil-diticfo n. 608
gfato
Dimetilglicol n. 457
[* ) 447 N N-Dimetilidrazina §7-14-7 007-012-00-5 F-T 45-11-23/25-34 53-16-33-44 E
48 1,2-Dimetilimidazolo 1739-84-0 613-034-00-1 Xn - 22-38-41 24-28
0,0-Dimetil-0O-cis~(2-N-metilcarbamoil- n. 745
1-metil-vinil)-fosfato
0,0-Dimeti1-5-2-(i-metil)-carbamoil-etitt n.1007
{o}-etil monotiofosfate
0.0-Dimetil-5-(N-metil-carbamoil}-metit- n. 454
ditiofosfato
0,0-Dimetil-3-(N-metil-carbamdil-metil)- n. 784
tiofosfato
2.2-Dimetit-3-metilen-norbornane clo- n. 252
rurato
0,0-Dimetit-0-(3-metil-4-metiltio-fenil} n. 587
~tiofosfate
0,0-0Dimetil-0-(3-metil-4-nitro-fenil)- n. 578
monotiofosfato
{3,5-0imeti1-4-metiltio-fenil)-N-metii- n. 730
carbammato
0.0-Dimetil-S-{(2-metossi-1,3.4{4H}-t)ad n. 684
iazol-5-on-4-i1)-metil)-ditiofosfato
0,0-Dimetil-5-{ (morfolin-carboni))-metil n. 752
}-ditiofosfato
6,0-Dimetil-0-{4-nitro-fenil)-monotiofos n. 798
fato
443 Dimettlnitrosamina 62-75-9 612-077-00-3 T+ 45-25-26-48 53-45 E
© 0,0-Dimeti?-5-{{4-0330-34-1,2,3-benzotri n. 148
azin-3-i1)-metil)-ditiofosfato
(5.5-Dimeti1-3-osso-cicloes-1-en~i1)-K ., N n. 427
~dimetil-carbammato
450 2.4-Dimeti)-3-pentanone 565-80-0 606-028-00-5 F 11 16-23
3,5-Dimetil-peridro-1,3,5-t{adiazin-2-ti n. 333
one
451 Oimetilpropane 483-82-1 601-005-00-6 F 13 9-16-33
452 Dimetilscl fato 17-78-1 016-023-00-4 T+ 45-25-26-34 53-26-27-45 E
453 N, N-Dimetiltoluidina 612-056-00-9 T 23/24/25-33 28-36/37-44 ¢
0,0-Dimetil-(2,2,2-Tricloro-1-idrossi-et n. 964
i1)-fosfonato
2,6-Dimetil-4-trideciImorfolina n. 982
454 Dimetoato 60-51-5 015-051-00-4 Xn  20/21/22 2-13
(* ) 455 3,3 -Dimetossibenzidina 119-30-4 612-036-00-X T 45-22 53-44 E
[* ) 456 3,3'-Dimetossibenzidina sali 612-037-00-5 T 45-22 53-44 AE

—_ 26 —



15-2-1990

Supplemente ovdinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Numero

d'ordine

(=)

A57
458

459
460
46}
482

4563

464-

465
456

467,

468
469
470
471
472
473
474
475
476

a1z

478
479
480

481

482
483
484

485

SOSTANZA

1.2-Dimetossietano

Dimexano

Dimrpranat {OCI)

Dinex

Dinex sali ed esteri
2.4-Dinitroanilina

Binitrobenzene
Binttrobenzolo

Dinitroclorobenzene
4,6-Dinitro-o-cresolo
Dinitrodiglicol

Rif.

n. 432

n. 462

n. 491

0-(2,4-Dinitrofenil)-3,5-dibromc-4-idros n. 193

si-benzaldossima

Binitrofenclo

Dinitrofenclo sali

Pinitrotoluene
Dinitrotoluoto
Dinobuton
Dinocap
Dinocton
Dinosam

Dinosam sali ed esteri

Dinoseb

Dinoseb sali ed esteri

Dinoterb

Dinoterb sali ed asteri

n. 467

1.4-Dossan-2,3-di11-bis(C,0-dietil-di- n. 480

tiofosfato)
1,4-Diossanc

9,10-Diosso-1,4-ditia-antracen-2, 3-dicar n. 439

bonitrile

(2-(1,3-Drossolan-2-11)-fenile)-N-matil n. 479

carbammato
1,3-Diossolang
Dioxacarb
Dioxathion
Dipentene

Di-n-propilamina (1)
di-1sopropilamina (2)
Dipropiichetone

n. €67

n. 51%

Dipropilenglicole etece monobutilico n. 234

Dipropilentrismina

n. 145

Di-n-propitetere e di-isopropiletere

-Diquat, & © suoi sali

Distiliati di petrolio e di caira-
me ¢i carbon fossite{se i1 punto di in-
fiammabilita' e’ inferiore a 21 C): vede

re anche 650-001-00-0

Qistillati di petrolio e di catrame
di carbon fossite{se 11 punto di in-
fiammabilita’ @' compreso tra 21 C
e 55 C); vedere anche £50-001-00-0

CAS n.

110-71-4
1466-371-7

131-89-5

97-02-%
25154-54-5

693-21-0

25550-58-7

25321-14-6

973-21-7

4097-36-3

88-85-1

123-91-1

£46-06-0

78-34-2

142-84-7
105-18-9

108-20-3
2764-72-9

-— 27 —

N. CEE

603-031-00-3
016-024-00-%

609-028-00-3
609-029-00-9
612-040-00-1
609-004-00-2

610-003-00-4

603-033-00-4

609-016-00-8
609-017-00-3
609-007-00-9

006-028-00-X
609-023-00-6
609-027-00-8
609-032-00-0
609-034-00-6
609-025-00-7
609-026-00-2
609-030-00-4
609-031-00-X

§03-024-00-5

605-017-00-2
00&-029-00-5
015-063-00-X

§12-048-00-5

603-045-00-X
613-005-00-3
§50-0C1~01-8

650-001-02-5

Simb.

¥n

- — =

E-T

-4

Xn

— et e -

F-Xn

-

£-Xi

oy

CLASSIFICAZIONE £D ETICHETTATURA

R

10-20-19
20/21/22

23/24/25
23/24/25
26/27/28-33
25/27/28-33

23/24/25-33

3-26/27/28-33

23/24/25-33
23/24/25-33
23/24/25-33

23/24/25
20/22

20/21/22
23/24/25
23/24/25
26/27/28
23/24/25
23/24/2%
23/24/2%

11-36/37-40

n
23r24/25
/27728

11-36/37/38

11-18
26/21/28
13!

10

Serie generale - n. 38

S

24725
-13

2-13-44
2-13-44
28-36/37-45
28-36/37-45

28-37-44

33-35-36/37-45

28-37-44
28-37-44
28-37-44

2-13-44
2-13

2-13

2-13-44
2-13-44
1-13-44
2-13-44
2-13-44
2-13-44

16-36/37

- 18

2-13-34
1-13-28-45

9-16

8-16-33
1-13-45%
9-16-25-33

Sote



15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie gencrale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numero SOSTANZA RIF, CAS n. N. CEE
o ordine sost. Simb. R $ Note
486 Distillati di petrolio e di catrame di B50-001-00-0 F 10
carbon fossile{eccetto quelli utilizzati
come carburanti) corrispondenti a miscel
¢ complesse di idrocarburi. Lorsiderando
1a composizione variabile di gquesti prod
otti, la loro classificazione ed etichet
tatury sono regolate dal DM 17/10/1984(
G. UFf, n. 311 i2/11/1984)
487 Digu} 136-78-7 016-025-00-5 Xn /21722 2-13
488 Disulfoton 286-04-4 015-060-00-3 T 26/27/28 1-13-28+45
483 0ithianon 613-021-00-0 Xn z0/21/22 2-13
1,3-Ditiolo{4,5,b)-chinossalin-2-tipne. g, 944
430 Qiuron 130-54-1 00B6-015-00-9 Xi 36/37/38 2-13
491 ONOC 534-52-1 609-020-00-X T 26/27/28-33 1-13-28-45
492 ONOC sale di ammonio §09-022-00-0 T 26/27/28-33 1-13-28-45
493 ONOC sale di potassic, DNOC s2le di §09-021-00-5 T 23/24/25-33 2-13-44
sodio
Dodecilguaniding acetato n. 494
484 Dodina 2439-10-3 607-076-00-X Xn 20/21/22 2-13
495 Drazoxoton £70-78-7 650-008-00-3 7 23/74/25 2-13
455 Efedrina 614-023-00-4 Xn 22 22-25
497 Efedrina sali 814-024-00-% Xn 22 22-25%
458 Endosul fan 115-29-7 €02-052-00-5 T 23/24/25-36/ 2-13-44
38
439 Endothal-sodio 129-67-9 607-055-00-5 1 23724125 2-13-44
500 Endothion 2778-04-3 015-049-00-3 T 23/24/25 2-13-44
501 Endrin 72-20-8 602-051-00-X T 26/2T/28 1-13-28-45
Epicloridrina n. 298
§02 EPN 2104-64-5 015-036-00-2 T 26/27/28 1-13-28-45
3.6-Epossi-cicioesan-1,2-dicarbossilato n. 499
disodico
(Epossietil)benzene n. 815
503 1-EFpossietil-3, 4-epossicicloesano 4223-10-3 603-066-00-4 T 23/24/25-40 23-24-44
504 1,2-Epossi-3-fenossipropano i22-80-1 603-067-00-X Xn 21-43 24/25
1,2-Epossipropanc n. 863
505 1,3-Epossipropano 503-30-0 503-058-00-0 F-Xn 11-20/21/22 9-16-26-29
%06 2,3-Epessi-l-propanolo 5%6-52-5 603-063-00-8 T 23-21/722-36/311 A4
36-42/43
507 2,3-Epossipropile acrilato 106-20-1 607-117-00-1 T 23/24/25-34-43  26-36/31/39-44
508 2,3-Epossipropile metacrilato 106~91-2 607-123-00-4 Xn 20/21/22-36/33- 26-28
43
508 ,2-Epossi-3-tolilossi-propano 26447-14-3  §03-056-00-X Xi 38 26-28
(Epossoetil)benzene n. 915
(* } 510 Eptacloro 76-44-8 602-046-00-2 T 24/25-33-40 36/37-44
1.4,5,6,7,8,8+Eptacloro-3a,4,7,7a~tetra n. 510
{dro-4,7-metano-indene
1.4,5,6,7,8,8-Eptacloro-2,3-epossi-3a.4, n. 5il
7,7a-tetraidro-4,7-metanoindanc
{* } 511 Eptaclore spossido 1024-57-3 502-063-00-5 T 25-33-40 3673744
812 Eptevo 142-82-5 6501-008-00-2 F 11 9-1§-23-29-33
513 2-Eptancne 110-43-0 606-024-00-3 Xn 10-22 23
5i4  3-Eptanone 106-35-4 506-003-00-9 Xn 10-20-36 24
515 d-Eptenone 123-19-3 606-027-00-X 10 23
§16 EPIC 759-94-4 006-030-00-0 Xn 20/21/22 2-13
517 Erbon 136-25-4 607-077-00-5 Xn 20/21/22-36/37  2-13



15-2-1990

Supplemenio ordiiario alla GAZZETTA UFFICIALE

Seric generale - 1, 38

Numero

d'ordine

*)

"

"

**)

|

518
519
520

521

522
s23

524

525
526

527

528
529
$30
531

532

533

534
535
536
837

538
539
540
541

542

543

SOSTANZA

1,2.3,4,10,10-Esacloro-1,4,4a,5,8,8a~

Rif.
sost.

n. 640

esaidro-1, d-endo-5.8-endo-dimetano-nafta

lene

6,7,8,9,19,10-Esacloro-1,5,5a,6,9,%-

n. 4%8

esaidro-6,9-metano-2,3, 4-bénzo(e)-diossa

tiapina-3-cssido

1,2.3,4,5,5-Esaclorocicioesans n.
gamma-1,2,3,4,5,6-Esecloro-cicloesano N,
1,2,3.4,10,10-Esacloro-€,7-epossi-1.4, n.

614
647
501

4a,5,5,7,8,8a-ottaidro-1,4-2ando-5,8-endo

-dilmtang-naftalens -
Esaclorofens
Esafluoroprapene

n. 705

Ezafluostiicati alcalini (Na,XK,HHA)
Esaftuosilicati, esclusi quelli espresss
mente indicati in questo allegato
Esametilen-1,6-ciisocianate

fsametilfocforo triamide
1,6-Esandiol diacrilate

Esanitrodifentlamina
n-Esaro

1-Esanolo

n. 190

Esano, miscela di isomeri (contenente

piu’ di 5X di n-Esano)

Esang-miscela di isomeri contenente un

massimo di 5% di n-Esano

2-Esanone
Eserina
Eserina sali

Estratti aromatici di disti1lati {deriva
ti del petrolio & coperti dai N. EINECS
2651021 2651037 2651042 2651110)

ftanale
Etano
Etanolamina
Etanolo
Etantioto
Etere etilico
Ethion
Ethoxyquin
Etilamina

n. 101

n. 562

2-Etilamino-4-isopropilaming-6-metiltio- n, B9

1,3,5-triazina
N-Etilantlina
Etilati alcalint
Etilbenzene
Z2-Etilbutancle

S-{K-Etil-carbamoil-metil}-0,0-dimetil-

ditiofosfato

Etil-cicloesil glicidil etere

n., 566

n. 542

1-{2-Etilcicloesilossi)-2,3-epossipropa

no
Etildimetilamina

CAS n.

116-15-4

B822-06-0

680-31-9

110-54-3

111-27-3

110-54-5

5491-78-6
57-47-8

84742-03-6
/04-1/05-8
f11-6

. 74-84-0

64-17-5

60-29-7
563-12-2

75-04-7

103-69-5
16331-64-9
100-41-4
97-95-0

598-56-1

_ 29 —

N. CEE

¥b2-081-00-4
009-012-00-0
009-013-00-6

B15-011-00-1

D15-106-00-2
6G7-109-00-8

£01-037-00-0

603-659-00-6
601-007-01-4

§01-007-00-7

606-630-00-6
814-020-00-8
614-021-00-3
850-011-00-5

601-002-00-X
603-002-00-5

603-022-00-4
015-047-00-2
£13-014-00-2
$12-002-00-4

612-052-00-2
603-041-00-8
601-023-00-4
603-051-00-2

603-068-00-5

612-076-00-3

CLASSIFICAZIONE E0 ETICHETTATURA

Simb. R
Xn n-37

T 23/24/25
xn 22

T 23-36/37/38-42/

43

T 45-46

xi 36/38-43
F<Xn 11-20-48
Xn 22

F-Xn 11-20-¢8
F il

F-T 11-23-48
T 26/28

T 26/28

T 45

F 12

F 1

F 12-19

T 23724725
Xn 20/21/22
F-Xi 13-36/37

T 23/24/25-33
F-C  11-14-34
F-Xn 11-20

Xn 21/22

Xi 36/38-43

F+-C 12-20/22-34

g Note
41
1/2-26-41- A
2-13-24/2% A
£6-28-38-45
53-44
39 2

9-16-24/25-29-
51

24725
9-16-24/25-29-51

9-16-23-29-33 ¢

9-16-29-44-51
1-25-45

1-25-45 A
83-44

9-16-29-33
2-13-44
2-13
16-26-29

28-37-44
8-16-26-43 A
16-24/25-29

26-28-37/39

3-16-26-36



Humero

d’ardine

544
545

546

S47
S48

549
550
551

552

(* ) 553

**)

554

553
556
557

559
560
561

562

563

564

565

‘Etilenglicol

Supplemento

ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

SOSTANZA

$-Eti1-N,N-dipropil-ttocarbammato
Etile acetato
Etile acrilato

Etile bromoacetato
Etile bromurc
Etile cloroacetato
Etile cloroformiato
Etile ¢loruro

Etile-5-(1,2,3,5,6,7,8,9.10, 10-decacloro n.
-4~idrossi-~{5.2.1.0(2,8).0{3,9).0(5,8))-

pentaciclo-dec-4-11)levulinato
Ertle formiato

Etile Tattato

Ettle matacrilate

N.N'-Etilen-bis(ditiocarbamnato di sodio n.

)

Etilendiamina
1,1-Etilen-2,2" -diptridinio
£tilene

Etilene dibromure

Etilene dicioruro

Etilene ossido

dimetacrilato
Etilenglicol dimetiletere
Etilanglicel dinitrato
Etilenglicol monobuttletare
E€tilenglicol monobutiletere acetato
Etilenglicol monoetiletere
Etilenglicel monoetiletere acetato
Et1lenglicel monoisopropiletere
Etilenglico]l monometiletere
Etilenglicol monometiletars acetato
Etilenimina

Etile nitrato

Etite nitrito

Etilentiourea

€tile ossalato

£tila propionate

2-Etilesile acrilato

Etile silicato
0-£ti1-S-fenil-etil-ditiofosfonato
Etilglico!

Etilgiicol acetato

Etilidene cloruro

Et{imercaptano
£tiimetilchetossima
Etil-metil-etere

0-Eti1-0-(4-nitro-fenil]-fenit-tiofosfd n.

nato

5-2-Etit-sulfinil-etil-0,0-dimetil-ditio

fosfato

5-2-Etil-sulfinil-1sopropil-0,0-dimetil-

monotiofosfato

Rif.
sost.

n. 516

n. 187

n. 741
645

n. 352

n. 361
n. 38C

n. 457
n, 773
231
232

644
kY]
733

n. 413

591
568
569
379

n. 211

s02

CAS n.

141-78-¢
140-88-5

541-41-3

109-94-4
97-64-3
97-63-2

74-85-1

75-21-8

161-56-4

109-95-5
96-45-7

105-37-3

103-11-7
78-10-4

75-08-1

S40-67-0

— 30 —

M. CEE

§07-022-00-5
607-032-00-X

607-069-00-1

607-070-00-7
607-020-00-4

607-015-00-7
607-129-00-7
667-071-00-2

E01-010-00-3

£03-023-00-X

607-114-00-5

613-001-00-1
Qo7-007-00-8
007-006-00-2
613-039-00-9
607-028-00-8
507-107-00-7
014-005-0

016-022-00-9

603-020-00-3

015-065-00-0

015-075-00-5

$imb.

F-Xi

F-Xi

Fe-T

Xi

F-T

E-Xn

Xi
Xn

r-Xn

CLASSIFICAZIORE €D ETICHETTATURA

11

11-20/22-36/37/

38-43
26/27/28

23/24/25
11-23-38/371/38

i1
i0
11-36/37/38-43

13

45-46-13-23-36/

37/38
36/37

11-26/27/20-40
2

2-20/21/22
47-22

11

37/38-43
10-20-38/37

11-20

13

26/21128

23/24/2%

s

16-23-29-33

9-16-33

7/9-26-45

1/9-44
9-16-33-44

9-16-33
23
9-16-29-33

9-16-33

53-3/7/9-16-33-

44

9-29-36-45

23-24/2%

53

16-23-29-33

16-28

9-16-33

1-13-28-45

2-13-44

Serie generale - n. 38

Note

]

E

0

b



15-2-1990

Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Serie generale - n. 38

Numero
d'ordine

565
567

568
569

510
571
572

5§73
LYL]

575

576

577
578
57%
580
561
562
563
584
585
586
S&7
588

589
580

. 2-Fluoroetil-2-{4-bifenilil)-acetato n.

s91
582
{* ) 593

(* ) 594
{* ) 595
595
597

598
599

SOSTANZA Rif.

sost.

$-{2-Eti1-sulfonil-etil)-0,0-dimetiltiof n. 34!
osfato
0-Et41-0-{2,.4,5-triclorofenil)etiltiofos n. 971
fonato

Etino n. 4
Etoatometil

2-Etossianilina

4-gtossianilina

2-Etossietanolo

2-Etossietil acetato
6-Etosst-2,2,4-trimetil-1,2-dtidroching- n. 535
Tina

Fanaminozul f

Fenazaflor

Fanclorfos

o-Fenetidina e p-fenetidina n. 587
Fenil-5,6-dicloro-2-trifluorometil-1-be n. 571
nzimidazolcarbossilato

Fenilendi amina

m-Fenilendiamina dicloridrate (1}
p-fenilendiamina dicloridrato (2}
Fenilidrazina

Fentlossiranc
1-Fenil-3-pirazolidone
§-(2-Fenilsol fonamido-etil}-0,0-diisopro n. 161
pil-ditiofosfato

E-Fenil-1,3,5-triazin-2 4-diamina
Fenitrotion

Fenkapton

Fenolo

Fenoprop

fenpprop sali

Fenson

Fensulfothion

Fantin acetato

Fentin idrossido

Fention

Fentoate

Fisostigmina n.
Fluenetil

FluoroY

n. 915

$B9
Fonofos

Forate

Formaldeide conc. sup. o uguale a 25X

Formaldeide conc. sup. o uguale a 1X e
inf. a 5%

fFormaldeide conc. sup. o uguale a 5% &
nf, a 25X

Formalina conc.sup. a 30%

Formatanato

Formothion

Fosalone

fosfamidone

n. 595

CAS n,

116-06-8
94-70-2

156-43-4
110-80-5
111-15-9

140-5647

299-84-3

25265-76-3
541-69-5
624-18-0
100-63-0

97-43-3
21-76-9
122-14-5
2275-14-1
108-95-2
93-72-1
80-38-6
115-90-2

$5-38-9
2597-03-7
7782-41-4
944-22-9
298-02-2
50-00-0

50-00-0

50-00-0

2540-82-1

297-99-4

N. CEE

015-089-00-1
612-039-00-6

603-012-00-X
607-037-00-7

611-003-00-7
$13-015-00-8
015-052-00-X

€12-028-00-5
612-029-00-1

6i2-023-00-9

606-022-00-2

613-038-00-3
015-054-00-0
015-037-00-8
604-001-00-2
607-047-00-1
607-048-00-7
650-003-00-1
015-090-00-7
050-003-00-6
050-004-00-1
015-048-00-8
015-097-00-5

607-078-00-0
009-001-00-0

015-091-00-2
015-033-00-6
$05-001-01-5

605-001-02-X
605-001-01-2
006-031-00-6
015-057-00-7

015-067-00-1
015-022-00-6

Simb.

Xn

Xi
An

Xn
in

Xn

Xn
xn

Xn
Xn
xn

-t

Xn
Xn

-y

xn

xXn

T
Xn
T
T

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

20721022
23/24/25-33

10-36
10-20/21

23/24/25
20/21/22
/21722

23/24/25-43
23/34/25

23/24/25-36

22

22
0/21/22
23/24/25-
24/25-34
20/21/22
20/21/22
eo/21/22
26/21/28
23/24/25
23/24/25
20/21/22-36/38
20/21/22

28/21/28
7-26-35

26/27/20
26/27/28

23/24/25-34-40~

a3
40-43

20/2)/22-36/31/

38-40-43

26/21/28
20/21/22
23/24/2%
26/27/28

$

2-13
28-36/37-45

FZ
24

2-13-44
2-13
2-13

28-44
28-44

28-44

2-13
2-13-44
2-28-44
2-13
2-13
2-13
1-13-28-45
2-13-44
2-13+44
2-13
z-13

1-13-28-45
7/9-36-45

1-13-45
1-13-28-45
2B-36/37-44-51

23-37
26-36/37-51
1-13-45
2-13

2-13-44
1-13-28-45

Note



15-2-1990

Suppleme finario alla GAZZETTA UFFICIALE
upplemento ordinario alla

Serie generale - n. 38

e

Numero

d'ordine

™)

800

601
502
603
804
§05
806
807

€08

609
610

611
612

613
614

615
616
617
618
619
620

621

622
623
624

625

626

62?7

SOSTANZIRA

Fosforo bianco
Fosforc giallo
Fasforo ossicloruro
fosforo pentacloruro
Fosforo pentasolfure
Fosforo rosso
Fosforo tribromurc
fFosforo tricloruro
Fosforo triselfuro
Fosgene

Fogmet

Foxim

FubkridaZole
furfuroio
2-(2*-Furil)-benzimidazolo
Glicerina trinitrato
Glicidile acrilato
Glicidile metacritato
6licol etilenico
Gliossale. .. X%
Glucocloral
Guanidinic cloruro
HCH

HEOD 85X

idrazina

Idrazina soluzione conc.compresa tra 5%

& 64%
Idrochinone
Idrogeno

Idrogeno perossidoe soluzione conc.compre

sa tra 20% e 50X

Idrogeno perossido soluzione conc. sup.

a 60X
Idrogenn solforato
8-ldrossichinclina solfato

1-Idrossicicloesile perosside
4-1drossi~3,5-di jodo-benzonitrile

2-Idrossietile acrilato
2-Idrossietile metacrilato

1-Idrossi-1-idroperossi-dicicloesile per

ossido

4=ldrossi-4-metil-pentan-2-one
4-Tdrossi-3-(3-osso-1-feni)-butil)-cumar

ina

4-1drossi-3-(3-0sso0-1-{2-furil)butil)-cu

marina

Rif.
sost,

76
. 610
. 172
507

:?58?

n. 283

n. 404

n. 424

. 638

n.1012

n. 324

S-(alfa-1drossi-alfa-(2-piridil)-benzil} n. 781

-7-{alfa-(2-piridil)-benziliden)-norbor

n-5-¢n-2,3-dicarbossimide

ldrossipropile scrilato (miscela di isom

eri)

1drossipropile metacrilato (miscela di i

someri )

CAS n.

1218%-10-3
1002%-87-3
10026-13-8
1314-80-3
770%-60-8
1718-12-2
1314-85-8

732-11-6

107-21-1
107-22-2

50-01-1
608-73-1

302-01-2

1333-74-0

7722-84-)

7783-06-4

134-31-6

818-61-1
868-77-9

123-42-2

999-61-1

N. CEE

015-001-00-1

015-009-00-5
015-008-90-X
015-104-00-1
015-002-00-7
015-103-00-6
015-007-00-4
015-012-00-1

015-101-00-5

015-100-00-X
613-016-00-3

603-027-00-1
605-016-00-7

607-148-00-0
602-042-00-0

007-008-00-3
007-008-01-0
001-001-00-9
008-003-01-6
008-003-00-9
016-001-00-4

613-017-00-9

607-072-00-8
607-124-00-X
617-009-00-6

603-016-00-1

607-108-00-2

607-125-00-5

Simb.

Xn
Xn
Xn

Xn
Xi

Xn

Xi

CLASSIFICAZIONE £D ETICHETTATURA

17-26/28-35

34-37

34-37
11-20/22-29
11-16
14-34-37
34-37

11-22

w/nsee
o/a1/2e
20/21/22

&2
36/38

22-36/38
21-25-40

10-26/27/26-34-

40
24/25-34-40

12
34
8-34
13-26

0/21/22

24-34-43
36/38-43
3-35

36

23/24/25-34-43

36/38

$

$-26-28-45

7/8-26
7/8-26

7-43

26

1/8-26
7-16-24/25

_2r13

2-13
2-13

26-28

22
22-36/37-44

36/37/39-45
36/37/38
19

28-39
3-28-36/39
7/9-25-45

2-13

26-36/38-44
26-28

Note

<

3/7/9-14-27-34-3

1/38
24/28

26-36/39-44

26-28

b



15-2-1990 Supplemento ordinario alla-GAZZETTA UFFICIALE Serie genevale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ET{CHETTATURA
Numaro SOSTANLIA Rif, CAS n. N. CEE
d'ordine sost. Simb. R H Note
4-1drossi-3-(1,2,3, 4-tetraidro-1-naftil) n. 326
=cumarina
Imidazolidin-2-tione n. 558
628 1,1'-Iminedi-2-propancic 110-97-4 603-083-00-7 Xi 36 25
€28 lodio 7553-56-2 053-001-00-3 Xn 20/21 23-25
lodometano n. 702
€30 3-lodopropene 802-054-00-6 C 10-34 7-26
631 lodossibenzene 696-33-3 053-003-00-4 £ 1 35
632 lodossibenzoato di calcio 053-004-00-X £ 1 35 ¢
633 Iosciamina 101-31-5 614-012-00-4 T 26/28 1-24-45
634 losciamina sali 614-013-00-X T 26/28 1-24-45 A
635 Jloxinil 1689-63-4  608-007-00-6 T 23/24/25 1-13-44
Ipoazotide & azoto tetrossido n. 152
5§36 Isobenzan 297-78-9 602-053-00-0 T 26/27/28-36/38 1-13-44
isobutanoiamina n. 104
637 Isobutile acrilato 106-63-8 607-115-00-0 Xn 10-20/21-28-43 9 0
638 Isobutile metacrilato 37-86-9 607-113-00-X Xi 10-36/37/38-43 D
839 [sobutirrile ¢lorure 79-30-1 §07-140-00-7 F-C 11-35 16-23-26-36
4-Isocianatosul foni1-totuene n. 955
640 1sodrin 465-73-6 602-050-00-4 T 26/27/28 1-13-28-45
1s0foron diamina n. 108
641 Isoforon diisociamato 4008-71-9 €15-008-00-5 T 23-36/37/38-42/ 26-28-38-45
43
1soforone n. 991
€42 Isolan 119-38-0 006-009-00-6 T 26/27/28 1-13-45
Isopentanc ¢ pentanc n. 807
1soprene n. 680
Isopropanclamina n. 107
643 1sopropenilbenzene 93-83-9 601-027-00-6 Xi 10-36/37
Isopropilamina n. 106
2-1sopropi lemino-4-metilamino-E-metilti n. 343
o-1,3,.5~triazina
1sopropilbenzene e propilbenzene n. 858
3-1sopropil-1H,3H.2,1,.3-benzotiodiazin-4 n, 162
-one~2,2-diossido
0-1sopropil-ditiocarbonato di soedio n. 869
Isopropile acatato e propile acetato n. 860
Isoprepile formiato e propile formiato n. B61
N-1sopropil-N-fenil-2-cloroacetamide n. 849
Isopropilglicel n. 644
3-Isopropil-5-metil-fenile-N-metilcarbam n. B4B
mate
{1-1sopropil-3-metil-1H-pirazoi-S-i1}-N, n., 642
N-dimetil-carbammato
644 2-Isopropossi-etanolo 103-55-1 603-013-00-5 Xn 20/21-36 24/25
2-1sopropossi-fenil-N-metil-carbammato n. BE7
€45 Kelevan §07-079-00-6 Xn 20/21/22 2-13
646 Leptophos 015-093-00-3 T 23/24/25-39 2-13-44
647 Lindano §8-89-3 602-043-00-6 T 23/24/25-36/38  2-13-44
&§48 Linuron pOB-021-00-1 Xi 38 2-13
649 Litio 063-001-00-4 F-C 14/15-34 8-43
650 Litio-alluminio idruro 16853-85-3  001-002-00-4 F 15 1/8-24/25-43
651 Magnesio alchilt 012-003-00-4 F-C 14-17-34 16-43 A
652 Magnesio fosfuro 12057-74-8  015-005-00-3 F-T  15/28-28 1/2-22-43-45
653 Magnesio in polvere {piroforica) 7439-35-4 012-001-00-3 F 15-17 7/8-43

— 33 —
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Numero
d ordine

654

855
656
657
€58
659
650
661
662

663
o654
665
668
667

668
670
(143
872
£73

64

675
676
677

678

679

681

g8

686
687

Supplemento ordinario alla GAZ

SOSTANZA

Magnesio in polvere (stabilizzate) o tru

ciold

Malation
Halononitrile
Manganese biossido
Nannitol-asanitrato
MNCPA

MCPA sali ed esteri
MCPB

MCPB salt ed esteri
MBI

Kecarbam

Necoprop

Hecoprop sali
Menazone
p-Menta-1,8(9)-diene
B-p-Mentanile idroperosside

p-Mentano idroperossido
Haphosfolan

Mercurio

Mercurio alchili
Mercurio clarure o0so

Mercurio composti inorganici escluse 1)

sol furo di mercurio [(cinabro) e queili e
spressamente indicati in questo allegato
Mercurio composti organici, esclust quel
14 espressamente indicati in guesto alle

gato

Mercurio fulminato
Mercurio oasicianuro
Mesitilane

Mesitile ossido

-Metacrilati, esclusi quelli espressament
« indicati in questo allegato

Metacrilonitrile
Metaldeide
Matallile cloruro
Hetamidophos
Metam-sodio
Metane
Metanolo
Metantiolo
Metidation
Metilamina mono
L]
tri
2-Metilaminpetanolo
N-Metilanilina

Metilati alcalini
2-Metilaziridina

Metilazossimetile acetato

ZETTA UFFICIALE

Serie generale - n. 38

Rif.
sost.

n. G6A

n. 719

n. 724

n. 30§

n. 712

n. 715

CAS n.

121-75-5
108-77-3
1313-13-2
130-39-2

94-81-5

2595-54-2

78-57-9
138-86-3

7439-97-6

10112-91-1

20820-45-5
1335-31-5
108-67-8

108-62-3

137-42-8
74-82-8
§7-56-1

950-37-8
74-89-5
124-40-3
75-50-3
109-83-1
100-61-8
121-69-7
3215-60-4
75-55-8

M. CEE

012-002-00-9

015-041-00-X
608-009-00-7
025-001-00-3
603-036-00-0
807-051-0D-3
§07-052-00-9
€07-053-00-4
607-054-00-X

0Y5-045-00-1
607-049-00-2
607-050-00-8
015-053-00-5
601+029-00-7
617-012-00-2

015-094-00-9
080-001-00-0
080-007-00-3
080-003-00-1
085-002-00-6

080-004-00-7

080-005-00-2
030-006-00-8
601-025-00-5

607-134-00-4

605-005-00-7

015-095-00-4
006-013-00-8
€01-001 -00-4
603-001-00-X

015-069-00-2
612-001-00-9
£03-060-00-0
612-015-00-5

603-040~-00-2
613-033-00-6

Simb.

Xn

Xn

Xn
Xn
Xxn
Xxn

Xn
Xn
Xn
Xi

> - -
-

£E-T
E-T
Xi

Xi

xn

in

F-T

F-Xi

CLASSIFICAZIONE €D ETICHETTATURA

11-15

20721722
23/24/25
20122

3
20/21/22
20/21/22
20/21/22
20/z21/22

23/24/25
e0/21/e2
20/21/22
20/21/22
10-38
11-3%

?6/21/28
23-33
26/27/28-33
2z
26/27/28-33

26/27/28-33

23/24/25-33
23/24/25-33
10-37

36/37/38

10-20/22

26/27/28
22-38

12
11-23/2%

26/27/28
13-36/37
M

23/24/25-33

11-14-34

45-11-26/27/28-

41

$

1/8-43

. 2-13

3-27
25
35
2-13
2-13
2-13
2-13

2-13-44
2-13
2-13
2-13
28

3/1/8-14-27-31/

39

1-13-28-45
T-44
2-13-28-36-45
2
172-13-28-45

2-13-28-36-45

3-34-35-44
28-35-44

26-28

2-24/2%

1-13-28-45
2-13
9-16-33
2-7-16-24

1-13-45

16-26-29
23-26-36
28-37-44

8-16-26-43
53-26-45

Note
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i5.2-1990 Supplementa ordinorio allh GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Numero SOSTANZA Rif. CAS n, N. CEt
d’ordine sost. Simb. R § Note

0-Netii-0-(4-bromo-2,5-dizlorofanil)-fen n. 646
11-tiofosfonato

690 2-Metilbutan-1,3-diene 78-13-5 601-014-00-5 F 12 9-16-29-33 ']
Metilbutano n. 807
91 2-Metildbutan-2-olo 75-85-4 6§03-007-00-2 F-in 11-20 9-16-24/25
892 3-Matil-2-bytanone 563-80-4 608-007-00-0 F 1 8-16-33
Metit-n-butilechetone n. 528.
8-(1-Metilbuti1)-2.4-dinitrgfenclo n, 471
893 Metilcicloesano 108-87-2 601-018-00-7 F 11 8-16-33
694 2-Metidricioesancla 583-53-5 603-010-00-9 Xn 20 24/ 25
895 2-Hetilcicloesanone £83-50-8 $05-011-00-2 Xn 10-20 25
Matilcloroformio n. 965
H-Metildietanolamina n. 710
N-Metil-ditiocarbammate di sodio n. 681
636 NMetile acetato 79-20-9 607-021-00-% F 1i 16-23-29-33
637 MKetile scetoacetato 105-45-3 607-137-00-0 Xi 38 26
698 Metile acrilato 96-33-3 607-034-00-0 F-Xi 11-20/22-36/37/ 9-16-33 [
38
689 Metile bromuro 74-83-9 602-002-00-3 T 26 1/2-1/9-24/25-21
-45
Metile-2-cloro-3-p-clorofenil-propicnato n. 262
700 Metile cloroformiato 7%-22-1 607-019-00-9 F-T 11-23-36/37/38 9-16-33-44
Metile clorure n, 302
701 Metile formiato 107-31-3 607-0i4-00-1 F 12 9-16-33
{= ) 702 Metile ioduro 74-38-4 602-005-00-3 T 21-23/25-37/38- 36/37-38-44
40
703 Metile isocianato 624-83-9 615-001-00-7 F-T 12-23/24/25 9-30-43-44
-36/37/38
794 Metile lattats 547-654-8 607-092-00-7 10 23
4,4 -Hotilenbig(2-cloroanilina) n, 2

4,8 -Merilenbis{Z-clorcanilina). salt n. 389
Metilen-5,5 -bis(0,0-dietil-ditiofosfz n. 535

to}
3.3 -Metilen-bis{4-idressi-cumarina) n. 402

705 2,2°'-Metilen-bis-(3,4,6-triciorofencio) 70-30-4 £04 015-00-9 Y /25 20-37-44
Metitene Bromro n. 362
Metilene clorurs n. 387
Metile ossido n. 444

706 Metile propionato 554-12-1 §07-027-00-2 F I §1 16-23-29-33

707 S5-Metil-3-2ptanone 541+89+5 605-020-00-1 Xi 10-36/37 23

708 S-Metij-Z-esancne 110-12-3 €05-025~-00-4 10 23
H-Metilatunolamina n. BB
Hetiletilenatone n., 210
Metilglicel n. 732
Matilelico) acetato n. 733

703 i-MNetilimidazola 615-43-7 £13-035-00-7 C 21/22-34 26-36

710 2.2 -Metilimincdietancie 105-59-9 £03-079-00-5 Xi 3% 24
Mstilisobutiicarbinolo n. 117
#¥etitisobutilchetone n, N8
Ma2tilisopropilchetone n. 692

711 Metilisotiocianato 556-61-5 615-002-00-2 Xn 10-20/22 24/25

712 Metilmercaptanc 74-93-1 016-021-00-3 F-Xn 13-20 18-25

713 Metilmetacrilato 80-62-8 607-035-00-6 F-Xi 11-36/37/38-43 9-16-29-33 0
N-Metil-1-naftii-carbammato n. 253

(**) 714 1-Metil-3-nitro-1-nitrosoguaniding 70-25-7 612-083-00-6 T 45-20-36/38 53-44 £



Serie genvrale - n, 38

Supplemento ordinario alla GAZZETTA Ut FICIALE

{5-2-1990

= ——— T —

Numero SOSTANZA Rif,
d’ordine sost.
{**) 715 Meti1-ONN-azussimetile acetato

716
Y
718
719

720

72

722
Te3
T24

728
126

n?
728
729
730
731

e
133

734
135

736
137
738
739

740
141

142
743

7-(N-Metil-ossicarbamoil)-2-metit-2,3-di n., 337
idrobenzofurano
Metilossirano
2-Metil-2,4-pentandiolo
d-Meatilpentan-2-alo
4-Metil-pentan-2-one
4-Metilpant-3-en-2-one
2)(3-Metil-1H-pirazol-5-i1)-N, N-dimetil- n. 438
carbammato
1}3-(dimeti)-carbamoil-ossi)-5-metil-1H-
pirazol-1-11-{K,N-dimetil-carbammide}
2-Metiipiridina

n. 863

4~Metilpiridina

N-Metil-2-pirrolidone

2-Metilpropan-2-ola

2-Metil-2-propene nitrile
(6-{1-Mett)-propit)-2,4-dinitro-feniij-3 n. 183
3-dimetil-acrilato
§-{i-Metilpropil}-2,4-dinitrofenclo
alfa-Metilstirene

o-Metilatirene
N-Matil-N-2,4,6-tetranitroanilina
2-Matil-2-tiometil-propionaldeid-0-(N-me n.
til-carbamoil}-ossima

N-Metiltoluidina

Metiltriclorosilano

Metil-vinil-etere

Hetiocard

2-Metossi-anilina

4-metossi-aniling
{2-Matossicarbonil~1-metiY-vinil )dimeti]
-fosfato

2-Metossietanolo

Z-Matossietil-acetato
S-{N-{Z-Metossietil)-carbamoil-meti1)-0, n.
0-dimetil-ditiofosfato
4-Metossi-4-meti]-Z-pantanone
4-Metossi-2-nitroanilina
S-{(5-Metossi-dH-piron-2-11)-metil1)-0,0- n.
dinetil-tiofosfato

1-Metossi-2-propanolo

Metoxuron

Mevinfos

Mipafox

Monobromometano n.
Manoclorobenzene

Nonocloroetano

Monoc larometanc n.
Manocloropentano

Monocloropropane

n. 473
n. 643

7

738

n.

90

500

699

302

CAS n.

§92-62-1

107-41-5
108-11-2
108-10-1
141-73-7

109-06-8
108-89-4

872-50-4
75-65-0
126-98-7

611~15-4
479-45-8

75-79-6
107-25-5

90-04-0
104-94-0

109-86-4
110-49-5

107-70-0
96-66-8

107-98-2
19937-59-8
298-01-1
371-36-8

108-90-7
75-00-3

2965-63-1
540-54-5

N. CEE

£11-004-00-2

603-053-00-3
603-008-00-8
£05-004-00-4
605-008-00-1

613-036-00-2

613-037-00-8

606-021-00-7
€03-005-00-1
608-010-00-2

601-028-00-1
612-017-00-6

612-055-00-3
014-004-00-5
603-021-00-9
006-023-00-2
612-035-00-4

603-011-00-4
€07-036-00-1

606-023-00-8
612-038-00-0

603-064-00-3
006-033-00-7
015-020-00-5
015-062-00-4

€02-033-00-1
§02-009-00-0

602-022-00-1
£02-018-00-X

Simb.

T

Xi
Xi

Xn

xn

Xi
F-Xn
F-T

Xn
E-T

in
Xn

xn

xn

F-Xn
F-%n

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

R

45-47

36/38
10-37

i1
10-20/21/22

10-20/21/22-36/

a7

10-20/22-24-35/

37/3a
36/38
11-20

11-23/24/25-43

20
2-23/24/25-33

23/24/25-33
11-14-36/37/38
13

23724128
26/27/28-33

10-20/21/22-37
10-20/21

10
26/27/28-33

10

20/21/22
26/21/28
26/27/28-39

10-20
13

11-20/21/22
11-20/21/22

S Note

53-44

24/25
9-16-23-323
25

26-36

26-36-44

41
9-18
9-16-18-29-45 O

24
35-44

28-36/37-44 ¢
26-3%

9-16-33 o
Z-j3-44
2B-36/37-45 c

24/25
24

3
28-36/37-45

rel

2-13
1-13-28-45
1-13-45

24/25
9-16-33

9-29 c
9-29 ¢



15-2-1990 Supptemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Nurmero SOSTAXZSA Rif. CAS n. . CEE
d'ording sost; Simb, R s Note
744 Monoclorutoluens o 95-49-8 602-040-00-X Xn 20 /25 c
n 108-41-8
p 106-43-4
745 Monocrotophos §323-22-4 015-072-00-9 T 26/27/28 1-13-28-45
746 Monofluorpacetamide 640-19-7 616-002-00-5 T 28/21/28 1/2-20-22-26-45
747 Monofluoroncetatt solubili 607-082-00-2 T Fe) 1/2-20-22-26-45 A
748 HMonolinuren 005-032-00-1 Xn 20/21/22 2-13
{(**) 7492 Monuron 150-68-5 006-042-00-6 Xn  22-40 /37
750 Morfamguat ed { suoi sali 613-018-00-4 Xn 20/21/22 2-13 A
751 HMorfolina ii0-91-8 613-028-00-9 ¢ 10-20/21/22-34 23-36
752 Morphution 144-41-2 015-058-00-2 T 23/24/2% 2-13-44
753 Napam 142-59-6 006-014-00-3 Xn 22-30 2-13
754 2-Naftilamina 81-59-8 612-022-00-3 1 '§5-22 53-44 E
beta-Naftilamina n. 754
alfa-Naftilamina (contenente 1% e piu’ n. 755
dt Z-naftilamina)
755 1-Haftilamina (contenente IX e piu’ di 134-32-7 §12-021-00-8 T 26/27/208-39 22-21-36-45
2-naftilamina)
alfa-Naftilaming (contenente meno di IX n. 756
dt 2-naftiiamina)
756 1-Maftilamina (contenente meno di 1% di i34-32-7 612-020-00-2 Xn 20/21/22-33 22-36
2-naftiltamine)
757 2-Ngftilamina sali 612-071-00-0 T 45-22 53-44 AE
758 Naftilen-1,5-diisccianato 3173-72-8  B15-007-00-X Xn 20-36/37/38~42  25-28-38-45
2-{1-Naftil)~indan-1,3~dipre n. 759
759 Naftilindandione 606-015-00-4 T 25 2-13-44
1-{1-Naftil)-2-tioursa n. 137
1-Raftiltiourea n. 137
760 2-Naftelo 135-19-3 504-007-09-5 Xn 20/22 24725
beta-Naftolo n. 760
761 Naled 300-76-5 015-055-00-6 Xn 20/21/22-36/37 2-13
N{2)-{4-Cloro-o-to1i1)-H{1), N(1)-dime n, 287
titformamidina, cloridrato
H{2)-(4-Clorp-o-toli1)-N(1),N{1)-dimetil n. 286
formamidina
NZ-{4-Cloro-a-tolil }-N1 Hl-dimeti)formam n. 286
idina
H2-(a-cloro-o-tolil)-N1,N1-dimetilformam n. 287
1dina, cloridrato
Neopentano n. 45}
762 Nichel carbonile 134863-38-3 028-001-00-1 F-T 11-26-40 9-23-45
763 Nicotina S54-11-5 614-001-00-4 Y 26/27/28 1-13-28-45
764 Nicotina sali 614-002-00-X 7T 26/27/28 1-13-28-45% A
Nitrile butirrico n. 229
765 S5-Nitroacenaftens 602-37-9 609-037-00-2 T 45 53-44
766 MNitroanilina [ 99-08-2 §12-012-00-8 7T 23/24/25-33 28-36/37-44 C
L] 88-74-4
p 100-01-6
2-Nitro-p-anisidina n. 735
767 NRitrobenzene 98-95-3 609-003-00-7 7T 26/27/28-33 28-36/37-45
Nitrobenzolo n. 767
768 Nitrocellulosa contenente non piu’ del 50?-037-01-8 F 11 16-33-37/34
12,6% d'azoto
769 Nitrocellulosa contenente piu’ del 12.6 9004-70-0 603-037-00-6 € 1-3 3

% d'azoto



}5-2-1990 Supplomento ardinario ulla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA
Humero SOSTANZA Rif. CAS n, N. CEL
d'ordine sost. Simb. R s Note
776 Nitrostano 79-24-3 €09-035-00-1 Xn 10-20/22 9-25-41
771 4-Nitrofenolo 100-02-7 609-015-00-2 Xm  20/21/22-33 28
p-Nitrofenolo n. M
172 Nitroglicerina 55-63-0 603-034-00-X E-T  3-26/27/28-33 33-35-36/37-45
773 Nitroglicel 628-96-6 603-032-00-9 E-T 2-26/27/28-33 33-35-36/37-45
Nitromannite n. 658
774 Nitrometano 75-52-5 £09-035-00-7 Xn 5-10-22 41
(* ) 775 2-Nitronaftalene 581~-89-5 609-038-00-8 T 45 53-44
776 1-Nitropropano 108-03-~2 609-001-00-6 Xn 10-20/21/22 9
777 2-Nitropropanc 719-46-9 609-002~00-1 T 45-10-20/22 §3-9-44 E
718 4-Hitrosoanilina 658-49-4 612-011-00-3 Xn 20721722 2528, .
N-Nitrosodimetilamina < N9
779 2-Nitrotoluens (1) e 8p-72-2 609-006-00-3 T 23/24/25-33 28-37-44 c
4-nitrotoluene (2) 95-99-0
780 NKitrotoluidina Z28676-13-3  612-025-00~X T 23/24/25-33 28-36/37-44 C
o-Nitrotoluoto (1) n. 179
p-nitrotolucio (2}
781 Norbormide 991-42-4 650-004-00-7 T 23/24/25 2-13-44
782 2-Nortornile acrilato 10027-06-2 &07-121-00-3 Xn 21-38-43 78 D
783 Oleum {conc. $SO3 compresa tra 20X e 0i6-019-00-2 C 14-35%-37 26+30 8
65%)
784 Ometoato 015-066-00-6 T 23/24/25 2-13-44
785 Dsmio tetrosside 20815-12-0 076-001-00-5 T 26/27/268-34 7/9-26-45
786 Dssidematon metile an-1z-2 015-046-00-7 T 23/28/25 2-13-4%
787 Ossidietilen bis{clorsformiate) 105-75-2 607-141-00-2 Xn 22-38-41 23-26
768 Ossido di bis(clorometile) 542-88-1 603-046-00-5 T+  45-10-22-24-26 53-45 E
Ossido rameoso n. BM1
783 Ossigeno liguide 7782-44-7 408-001-00-8 O 8-34 21
Ossirano n. 553
1,3,4,5,6,7,8,8-0ttacloro-1,3,3a,4,7,75- n. 636
esaidro-4, 7-endo-metan-1{ sabenzofurano
1.2,4,5.6,7,8,8-0ttacloro-32-4,7,7a-tetr n, 285
aidro-4,7-metancindano
Ottamatil-di fosforamide n. 874
790 Ottano 111-65-9 601-008-00-8 F n 9-16-29-33 c
4-0ttil-2,6-dinitrofenile crotonato e 6- n. 469
ott11-2,8=dinitrofenile crotonato miscel
a dif isomeri
4-0ttil-2,8-dinitrofenile metilcarbonato n. 470
& 6-ottil-2,4-dinitrofenile metilcarbon
ato miscela di isomeri
791 Oubaina 36-06-6 614-025-00-5 T 23/25-33 M
792 Oxidtsul foton 2497-07-6  015-096-00-X T 26/21/728 1-13-45
793 Papaverina 58-74+2 614-018-00-7 Xn 22 22
794 Papaverina sali 614-019-00-2 Xn 2 22 A
795 Paraldeide 123-63-7 605-004-00-1 F 1 9-16-29-33
198 Paraquat « suoi sali 1910-42-5  613-006-00-9 T 26/21/28 1-13-45 A
797 Paration 56-38-2 015-034-00-1 T 26/21/28 1-13-28-45
798 Paration-metile 298-00-0 015-035-00-7 T 26/27/28 1-13~28-4%
PCB n. 830
789 Pebulate 1114-71-2 006-034-00-2 Xn 20/21/22 2-13
800 Pentacloroetano 76-01-7 €02-017-00-4 T 26/27 1-38-45
801 Pentaclorofencle 87-86-5 604-002-00-8 T 23/24/25 28-36/39-44
802 Pentaclorofenolo sali alcalini €04-003-00-3 T 23/24/25 28-36/39-44 A
803 Pentacloronaftalina 602-041-00-5 Xn 21/22-36/38 35 [

— 38 —



15-2-19%0

Supplemente ordinario

dlla GAZZETTA UFFICIALE

Serie generale - n. 38

Nuntero
d ordine

804
805

806
8oy

808

809
8ie

811
8iz
813
814

815
816
a17
818

B19
. 820
821
822
823
824
825
826
827
828
829

830
831

a3
833
a3
a3s
836
837
a3
839
840

SOSTANLZA

Rif.

sost.

Pentaeritrito) tetraacrilato
Pentaeritritol triacrilato
Pentaetilenesamina n.
2,4-Pentandione

Pentano {1) ed

1sopantano (2)

3-Pentanone

Pentrite n.
Percloroetilene n.
ferfiuorepropene « n.
Phos setin SSAiS\OS
Phosniclor

2-Picolina n.
4-Picolina n.
Picrati

Pilocarpina

Pilocarpina sali

2-Pinanile idroperossido

Pinano idroperossido n.
Pindone

Piombo alchili

Piombo azoturo

Piombo composti, esclusi quelli espressa
mente indicati in questo allegato

Piombo esaflucsilicato

fiombo 2,4,6-trinftroresorcinato
Piperazina

Piperidina

Pirazoxon

Piretrina 1

Piretrina 11

Pfiretrine, comprese le cinerine

Piridina

Pirimicarb

Pirimifos-etile

Pirocatecolo n.
Piregallolo n.
Policloradifenili

Poliet!ilenamins

Potassa caustica n.
Potasga caustica soluzions conc.compresa n.
tra 1% e 5%

Potassa caustica soluzione conc. sup. & n,
5%

Potassio

Potassio bicromato

Potassio bifluoruro

Potassio bromato

Potassto clorato”

Potassio cromato

Potassio fluoruro

Potassio idrossido

Potassio idrossido soluzione conc.compre
s tra 1% e 5%

aX E-U0-f.0-»

926

942
31
Sis

10
R

814

422
989

839
840

84]

CAS n. N. CEE
607-122-00-3
3524-€8-3 607-110-00-3
123-54-6 606-029-00-0
108-66-0 601-006-00-1
78-78-4
96-22-0 606-006-00-5
4104-14-7 015-082-00-8 .
+ BA5-043-00-0
609-010-00-5
92-13-7 614-016-00-6
614-017-00-1
617-005-00-4
83-26-1 606-016-00-X
082-002-00-1
13424-46-9 . 082-003-00-7
082-001-00-6
1310-03-8  009-014-00-1
17994-50-6  £09-019-00-4
110-85-0 612-057-00-4
110-89-4 613-027-00-3
108-34-3 015-023-00-1
121-21-1 613-023-00-1
121-29-9 613-024-00-7
613-022-00-6
115-86-1 513-002-00-7
23103-98-2  005-035-00-8
5221-48-8  015-099-00-6
602-039-00-4
612-065-00-8
74a0-09-7 019-001-00-2
1778-50-9 024-002-00-6
7709-29-9 009-008-00-9
7758-01-2 035-003-00-6
017-004-00-3
7769-00-6  024-006-00-8
7789-23-3 009-005-00-2
1310-58-2 019-002-00-8
019-002-02-2

Simb,

Xi

Xi

xn

E-An
Xn

Xn
£-Xn

F-T
in
Xn

Xn
FeXn

Xn

F-C
xi

0-Xn
Xi

Xi

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

36/38-43

36/38-43 °

10-22
11

13

26/27/28

s Note
- 26-39 D
39 D
21-23-24/25
9-16-29-33
9-16-33
1-13-28-25

20!21‘82‘“&1! P usziSJ .
2 {I) snsvfoton2rh-8 egx

3-23/24/25.
26/28
26/28
11-3%

25
26/27-28-33
3-20/22-33
20/22-33

20/22-33

3-20/22-33 -

34
11-23/24-34
26/27/28
20/21/22
20/21/22
20/21/22
11-20/21/22
23/24/25
23/24/25

33
21/22-34-43

14/15-34
36/37/38-43
25-34

9

9-20/22
36/37/38-43
23/24/25
35

36738

28-35-37-44 A
1-25-45

1-25-45 A
3/1/9-14-27-37

/39

2-13-4
13-26-36/37-45 A
33-34-35
13-20/21 A

13-20/21-24/25
33-34-35
26-36
16-26-27-44
1-13-28-45
2-13

2-13

2-13

26-28
2-13-44
2-13-44

a5 c
26-36/37/3%

5-8-43

22-28

22-26-37

24/25-27
2-13-18-27

22-28

1/2-26-44
2-26-37/39

2-2% 8



15-2-19490

Seric genevale - n. I8

Supplementa ordinorio ally GAZZETTA UFFICIALE

Numero

d'ordine

*}

*1

**)

841

a4z
843
844
845
846
847

848
.1})
850

-a81
- 852

853
854

855

856,

857

858

859
.5

861

862

863

864

865

866
ae7

868

869
870
8n
872

873

SO0STANZA

Potassio idrossido soluzione conc. sup.
a 5%

Potassio nitrito

Potassio perclorato

Potassio permanganate

Potassio polisolfuri

Patassio solfuro

Prodotto di reazione: Bisfenolo-A-epicle
ridrina. Resine epossidiche(peso molecol
are medio minore o uguale a 700)
Promecarb

Propaclor

Propanaie

Propanil

.Propano

3-Propanolide

t-Propaneio e

2-propanclo

1,3-Propansul tone

2-Fropenale

2-Propen-1-olo

Propilbenzene ed isopropilbenzene
§$=Propil-N-butil-N-etiltiocarbanmato
n-Propil cloroformiato

Propile acetato (1) ed

isopropile acetata (2)

Propile bromuro

Propile cloruro

Propile formiato (1) ed
isopropile formiato

Propilene

Propilene ossido

Propilenimina

n-Propile propionato

Prop-2-in-i-alo

1,3-Propiolattone

Propionile cloruro

Propoxur

Protoato

Proxan-sodio

Rame (I} cloruro

Rame (1) ossido

Rame naftenato

Resorcina

Rotenone

(1R, 45.425,5R,6R, 75,85 ,8aR)-1,2,3,4,10,1
O-esacioro~6,7-epossi-1,4,4a,5,6,7,8.8a~
ottaidre-1,4:5,8-dimetanonaftalene

{1R,45,4a5,55,8R,84R)~1,2,3,4,10,10-Es2 n.

cloro-1,4,4a,5,8,8a-esaidro-1,4:5.8-dime
tanonaftalens
Sale df crom dell‘acido cromico (VI}

Rif.
sost.

n. 789

n, 200
n. 743

n. 853

n. 423

n. 404

78

n. 319

CAS n.

7$58-09-0
71778-14-7
Y122-54-7

1312-73-8
25068-38-6

1918-186-7
123-38-6

74-58-6
57-57-8
71-23-8
67-63-0
1120-71-4
107-02-8

107-18-6
98-82-8

102-61-5
109-60-4
108-21-4

625-55-8
110-74-7
115-07-1
75-56-9

106-36-5
107-19-7

79-03-8
114-26-1
2275-18-5

7758-89-6
1317-39-1
1338-02-9

83-79-4

N. CEE

019-002-01-5

007-011-00-X
017-008-00-5
025-002-00-9
01§-007-00-7
015-006-G0-1
§03-074-00-8

006-037-00-9
616-008-00-8
605-018-00-8
616-009-00-3
601-003-06-5
606-031-00-1
603-003-00-0

016-032-00-3
605-008-00-3

603-015-00-6

601-024~00-X

607-142-00-8
607-024-00-6

607-016-00-2

601-011-00-9
§03-055-00-4

607-030-00-9
603-078-00-X

§07-093-00-2
005-016-00-4
015-032-00-0
006-024-00-8
029-001-00-4

.029-002-00-X

029-003-00-5

650-005-00-2

Simb.

F-Xi

F-T

Xi

Fa-T

F-C

Xn
xn
xn
Xn

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

35

8-25
9-22
B-22
3-34
1-34
36/38-42

23/24/25
0/21/22-3%
11-36/37/38
20721722

13
45-25-36/38
1

45-21/22
11-23-36/37
138
11-26-36/37
/38

10-37

10-23-34
1

1l

13

45-12-20/21/22-

26/37/38

1]
10-23/24/25-34

11-14-34
23/24/25
26/27/28
22-38
22

22

i0-22

23/24/25

2-26-27-37/39

au
2-13-22-27
2

i

26
28-37/39

2-13-44
2-13
9-16-29
2-13
9-15-33
53-45
7-16

53-44
29-33-44

16-39-45

26-36-44
16-23-28-32

9-16-33

$-16-33

$3-3/7/9-18-33-

a4

26-28-36-44

9-16-26
2-13-44
1-13-4%
2-13

a2

22

2-13-44

Note



15-2-1990
o

Numero
d'ordine

874
875
876
877
a78

879

880
a8l
882
883

885

ase
887
8gs
889

890

881
892

233

894
835
835
887
848

899

S00
901
802

§03
904
905
206

907

Supplemento

ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

SOSTVARZIA

Schradan
Scopalamina
Scopolamina sali
Setenio

Rif.

Selenio composti tranne i1 solfoseleniyr

ro di cadmioe
$ilicio tetracloruro
Soda caustica anidra

Soda caustica soluzione conc.compresa tr n. 889

a1x e 5%

Soda caustica soluzione conc, sup. & 5% n. 890

Sodio

Sedic azoturo
Sodio bicromate
Sodio bifluorure
Sodio carbonato

Sodio clorato

Sedio-4-(dimetilamino)-benzene-diazosolf n. 570

chato

Sedio fluoruro

Sodio idrosol fite
Sodio tdrossido anidro

Sodio idrossido soluzione conc.compresa

tra 1X ¢ 5%

Sedio idrossido soluzione conc. sup. a

&%
Sedio idruro

Sodio ipoclorito soluzione conc: €1 at-

tivo sup. a 10X

Sodio ipoclorite soluzione conc. €1 atti

vo compresa tra SX e 10X

Sodio nitrito

Sodio parcleorato

Sodio perossido

Sodic polisol furd

Sodio solfure
Sodio-p-toluen-K-clorosul famide
Solfonitrica miscela con conc, HAD3
sup. a 30%

Solforile c¢lorure

Stagno tetracloruro

Stagno tributile,composti,esclusi quel

n. 284

11 espresssmente indicati in questo alle

gate

Stagno tributile linoleato
Stagno tributile naftenato
Stagno tributile aleato

Stagno tricicloesile,composti,esclusi qu

o114 espressamente indicati in questo al

legato

Stagno triesile,composti,esclusi quelli
sspressamenta indigat! in questo alle-

gato

4 - Libredla - S.O.G.U. 0. 33

CAS n.

152-18-9
£1-34-3

10026-04-7

7440-23-5
26628-22-8
10588-01-9

497-19-8

24551-51-7
7775-09-9

7681-49-4
1775-14-6
1310-73-2

7546-89-7

7632-00-0
7601-89-0
1313-60-6

1313-82-2

77131-25-5
7645-78-8

#. CEE

015-026-00-8
614-014-00-5
614-015-00-0
034-001-00-2
034-002-00-8

014-002-00-4

011-001-04-0
011-004-00-7
024-004-00-7
009-007-00-3
011-005-00-2

017-005-00-9

009-004-00-7
018-028-00-1
011-002-00-6
011-002-02-0

011-002-01-3

001-003-00-X
017-011-00-1

017-011-01-8

007-010-00-4
017-010-00-8
011-003-00-1
016-010-00-3
0i6-009-00-8

0C7-005-00-7

0i5-015-00-6
050-001-00-5
G50-008-90-3

050-015~00-1
050-n16-00-7
050-014-00-6
050-012-00-5

050-010-00-4

Simb.

-t -

F-C

Xi

Xi

0-Xn

Xn

Xi

Xi

0-1
O=-Xn

xn
¥n
Xn
Xn

xn

CLASSIFICAZIONE ED EVICHETTATURA

R

26/27/28
28/27/28
26/21/28
23/25-33
23/25-33

14-35/37/38

14/15-34
28-32
36/31/39-43
25-34

36

9-20/22

23/24/25
7-22-31
35
36/38

33

15
33-34

31-36/38

8-25
9-22
8-35
31-34
31-34

8-33

14~34-57
34-37
23/24/25

20/21/22
/21722
20/21/22
20/21/22

20/21/22

Serie generale - n. 33
i ndieru el ———— "

5

1-13-28-45
1-25-45
1-25-45
20/21-28-44
20/21-28-44

7/8-26

5-8-43
28
22-28
22-26~37
2226

2-13-16-27

1/2-26-04
1/8-26-28-43
2-26-37/39
2-26

2-26-27-31/39

7/8-24/25-43
2-28

2-25

44
2-13-22-27
8-27-33
26

26

23-26 30-38

26
7/8-28,
25-27-26-44

25-28
26-28
26-28
26-28

26-28

Mota



Serie gencrale - n. 38

]

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

15-2-199¢ Supplemento ordinariv alla GAZZETTA UFFICIALE
Humero SOSTARZA Rif. CAS o, K. CEE
d’ordine sost. Simb. R
908 Stagno trietile,composti,esclusi quelli 050-006-00-2 7 26/21/28
espressamente indicati in questo alle-
gato
Stagno trifenile acetato n, 585
909 Stagno trifenile ,composti,esclusi quel- 050-011-¢0-X T 3/24/25
14 esprassamente indicati in questo alle
gato
Stagno trifenile tdrossido n. S86
210 Stagno trimetile composti, esclusi quelli 050-005-00-7 Y 26/27/28
espressamenta indicat! in questo alle-
gato
§11 Stagno triottile,compestd,esclusi quelld 050-013-00-0 Xi 36/37/38
espressamente indicati in questo alle-
gato
812 Stagno tripentile,composti,esclusi quel- €50-005-00-9 Xn  20/21/22
11 espressamente indicati th questo alle
gato
913 Stagno tripropile,composti,esclusi quel- 050-007-00-8 T 23/24/25
11 egpressamente indicati in questo alle
gato
{**) 914 Siireme 100-42-5 601-026-00-0 Xo 10-20-36/38
(**} 915 Stirene ossido 96-09-3 603-084-00-2 T 45-21-38
916 Stricnina 57-24-9 614-003-00-5 T 26/28
917 Stricning seli 614-004-00-0 T 28/28
§18 Strofantina-K 614-026-00-0 T  23/25-33
919 Steonzio cromato 7789-06-2 p24-009-00-4 T 45-22
(**) 520 Sulfallate 95-06-7 006-038-00-4 T 45-22
4,4"-Sul fonildiantliina n. 332
921 Sulfotep J6eg-24-5  015-027-00-3 T 26/21/28
922 2,457 93-76-5 ' 607-041-00-9 Xn 20/21/22-40
823 Tallie 7440-28-0 08:-001-00-3 T 26/28-33
924 Tallio composti 083-002-60-9 T 26/2B-33
925 TCA 650-51-1 607-005-00~2 - Xn 22
™1 n. 95[
926 TEPP 107-49-3 015-025-00-2 T 26/27/28
927 2.4,5-T esterl e sall 607-042-00-4 Xn  20/21/22-40
928 3.6,9,12-Tetraazatetradecanc-1, 4067-16-7  612-064-00-2 C 34-43
14-diamina
928 1,1,2,2-Tetrabromoetano 79-27-6 602~016-00-9 T 26-36
930 1,1,2.2-Tetracloroetano 79-34-5 §02-015-00-3 T 26/27
(") 931 Tetracloroetilens 127-18-4 602-028-00-4 Xn 40
932 2.3.4.6-Tatraclorofenclo 58-80-2 604-013-00-8 7T 25-36/38
833 Tetraclorometano §6-23-5 602-008-00-5 T 6/27
934 '2,3,5,6-Tetracloro-4-(metilsulfonillpirt 613-032-00-0 Xn  21/22-36-43
dina
0,0,0,0-Tetraetil-ditio-pirofosfato n. 921
Tetrastilenspentamina n. 961
Tetraetit-pirofosfato n. 926
935 Tatraidrofurano 109-99-9 803-025-00-0¢ F-Xi 11-19-36/37
936 Tetraidro-2-furiimetanolo 97-99-4 603-061-00-7 X 36
837 1,2,3.4-Tetraidro-1-naftile-idroperos 817-004-00-9 0O-C 11-35
sido
938 Tetraidrotiofene 1.1-diossido 126-33-0 016-031-00-8 Xn 22
Tetralina idroperossido n. 937
932 N,N.N', N -Tetrametil-p-fenilendiamina 100-22-1 612-032-00-8 Xn  20/21/22

$

26-27-20-45

26-27-28-44

26-27-28-45

26-28

26-27-28-44

23

53-44
1-13+45
1-13-28-45
&

53-44
53-44

1-13-28-45
2-13
2-13-28-45
2-13-28-45
/G5

1-13-28-45
2-13
26-36/37/39

1-24-27-45
2-38-45
23-38/37
26-28-37-44
2-38-45
8/28

16-29-33
29

3/7/9-14-27-31/

»
25

28

fote



135-2-199G

Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Serie generale - n, 38

Humero
d'ordine

940
241
242
943

-2

845
846
a7
(* ) %48
949
950

951

(**) 852
953

95¢
955
956
857
558
959
960
961
962
963
964

965

(**) 956
967
{**) 968

SOSTANLIA

Rif.
sost.

N.N. N N'-Tetrametil-fosforodiamido-fluo n. 426

ruro

Tetrametiltiourame disolfuro
1.2,3,4-Tetranitrocarbazolo
Tetranitronaftalina
Tetranitropentaeritrite
0,0.0,0-Tetrapropile ditiopirofosfato
Tetrile

Thioquinox

Tiocarbamide
2.2'+Tiodistanclo
Tiodtglicel

Tiometon

Tionile clorure

Tiourea

Tiram

Titanio tetraclorurc

TNT

2-Tolidina

o-Tolidina

o-Tolidina sali

2,4-Tolyen-di isocianato
2,6-Toluen-di 1socianate
Miscale di (1) & [2)

Toluene

Toluidina

m-Toluilendiamina solfato {1)
p-toluilendiamina solfato (2)
Tosiligocianato

Toxafene

Tremantina olio
Trialchilborani

Triallate

Triamifos

Triarimo]
3,6,9-Triazeundecan-t,11-diamino
1.2, 4-Triazol-3-ilamina
Tribromometano
Tributil-(2,4-diclorobenzil)-fosfanio
Tributilfosfata
Tricicloesilstagno idrossido-
Triclorfon

Tricloroacetato sale sodico
Tricloroacetonitrile

(1)
{2)

$-{2.3,3-Tricloro-alli1}-diisoprepil-tio

carbammato

2,2,2-Tricloro-1,1-bis{4-cloro-feni))-at

anolo

1.1,1-Triclora-2,2-bis{4-clorofenil)etan

0
1.1,1-Tricloroetann
1,1,2-Tricloroeteno
Triclorcetilens

1,2-0-(R)-{2,2.2-Tricloro-etiliden)-glus

ofuranasio

n. 949

n. 726

n. 948
. 985

-1001
434
. 434
. 436

n. 252

n. 108

n. 279

n. 925

. 958

n. 400

n. 336

. 283

-]

CAS n.

28483-24-9

78-11-5
3244-00-4

93-75-4
131-48-8
640-15-3
7719-03-7
62-56-6

137-26-8
7550-45-0

584-84-9
91-08-7

108-88-3
26915-12-8

6369-59-1
4083-64-1

8006-64-2

2303-17-5
1031-47-6

112-57-2

15-25-2

126-73-8

52-68-5

545-06-2

71-55-6
79-00-5
79-01-8

N. CEE

$13-003-00-2
603-014-00-7
603-035-00-5
015-081-00-8

613-019-00-X

603-081-00-6
015-050-00-%
016-015-00-0
612-082-00-0
006-005-00-4
022-001-00-5

615-006-00-¢

801-021-00-3
612-024-00-4
612-030-00-7

615-012-00-7
650-002-00-6
005-004-00-6
006-039-00-X
015-024-00-7
£03-043-00-9
612-060-00-0
602-007-00-X
015-013-00-2
015-021-00-0

608-002-00-9

602-013-00-2
602-014-00-8
602-027-00-9

Simb.

E-Xn
€-Xn

F-Xn
Xn
X1
Xn
F-C
An

Xn

Xn

xn

in
Xn
Xxn

CLASSTFICAZIONE ED ETICHETTATURA

1-20r2/22
2-20/21/22-33
3

20/21/22

20/22

36
23724125
14-34-37
22-40
2-38
14-34-36/37

26-36/31/38-42

11-20
23/24/25-33
0/21/22

14-36/37/38-42
10-20/21/22
17-34

0/
26/21/28
20/22
21/22-34-43
23-36/38

22

20/21/22

23/24425

0
w/2a/2
40

]

35
35
-]
2-13

2-13-4

2-13-M

22-24
2-13
7/8-26

26-28-36-45

16-25-28-33
28-36/37-44
28

26-28-30

2
7-23-26-36-43
213

1-13-45

2-13
26-36/37/38

28-44
25

2-13

24725
9
23-36/37

Note
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CLASSIFICAZIONE ED ETIERETTATURA
Humero SOSTANZRA Rif. CAS n. %. CEE
d’ordine sost. Simb. R 5 Hote
0-(2.4,5-Tricloro-fenil)-0,0-dimetilticf n. 572
osfato
963 2.4,5-Triclorofenolo {1) 95-85-4 604-012-00-2 Xn 22-36/38 26-28
2,4.6-triglorofenolo {2} 88-06-2
2-{2.4,5Triclorofenossi ) -etil-2,2-diclo n. 517
ropropionate
(**) 870 Triclorometano 67-66-3 602-006-00-4 Xn 20/22-38-40-48  36/37
971 Tricloronato 327-98-0 015-098-00-0 T 28/27/28 1-13-45
972 Tricloronitromatano 76-06-2 610-001-00-3 T 26/27/28~ 26~36-45
36/31/38
973 1,2,.3-Tricleropropsno 95-18-4 602-062-00-X Xn 20421722 37/39 D
974 Triclorosilano 10025-78-2  014-001-00-% F i5-17 24/25-43
875 Tricloro-s-triszina-2.4,6-trione 87-90-1 €13-031-00-5 0O-Xn 8-22-21-36/37 8-26-41
976 alfa,alfa,alfa-Triclorotoluene 98-07-7 602-038-00-9 in 20 24/25
77 2.4,6-Triclore-1,3,5-triazina 108-77-0 613-009-00-5 Xi 36/37/38 28
978 Tricresi)fosfati(miscele contenenti 015-017-00-9 T 23/24/25-39 20/21-28-44
piu'del 1% di ortocresolo esterificato)
979 Tricresilfosfati {miscele non contenenti 015-018-00-4 Xn 1722 28
piu'del 1% di ortocresolo esterificato)
980 Tricresilfosfato {(o-0-0,0-0-m,0-0-p,0-m- 1330-78-5 015-015-09-8 T 23/24/25-39 20/21-28-44 c
®,0-Mm-p, 0-p-p}
981 Tricresilfosfato (m-m-m..m-m-p,m-p-p.p-p 015-016-00-3 Xn elfee 28 c
-p)
582 Tridemorph 613-020-00-5 Xn  "20/21/e2 2-13
883 2.4.6-Tri{dimetil-aminometil}fenclo 90-72-2 603-063-00-0 Xn 22-36/38 26-28
Trielina n. S68
984 Trietilamina 121-44-8 612-004-00-5 F-Xi 11-36/37 16-26-29
985 Trietilenglicole diacrilate 607-126-00-0 Xi 36/38-43 26-28 (1]
Trietitentetiraning n. 357
986 Trietilfosfato 78-40~0 015-013-00-7 Xn 22 25
987 Trifenil fosfito 101-02-0 015-105-00-7 Xi 36/38 28.
988 gl1fa.alfs.alfa-Trifluorctoiuene 95-08-8 602-056-00-7 ¥ 11 '16-23
989 1,2,3-Tri{drossibenzene 87-66-1 604-009-00-6 Xn 20/23/22
2-{Trimati)-acetil}-indan-1,3-dione n. 815
890 Trimetil borate 121-43-7 005-003-00-1 Xn 10-21 23-28
891 3,5,5-Trimetil-Z-cicloesen-(1}-one 78-5¢-1 608-012-00-8 Xi 38/37/38 26
992 2,2,.4-Trimetilesametilen-1,6-diisociana 16938-22-0 615-010-00-6¢ T 23-36/32/38-42  286-28-38-45 ¢
to {1)
2,4.4-Trimetilesametilen-1,6-diisociana 15646-96-5
to{2)
Mizcela di (1) e (2)
993 Trimetilolpropan triscrilato 15625-8%-5' 607-111-00-9 Xi.  36/38-43 39 b
994 2.4,4-Trimetil-1-pentene 601-031-00-8 F 11 §-16-29-33
995 2.4,6-Trimitroanisolc 606-35-3 809-011-00-0 E-An 2-20/21/22 35
996 Trinitrabenzere 25377-32-6  608-005-80-8 E-T 2-26/27/28-33 35-45 ¢
Trinitrobenzolo n. 996
897 Trinitrociorobenzene 610-004-00~-X E-T 2-26/27/28 35-45 £
998 Trinitrocrasolo 28905-71-7 663-012-00-6 E-Xn 2-4-20/2%1/22 35 L
939 2,4,6-Trinitrofenolo 88-89-1 603-009-00-% E-T - 2-4-23/24/2% 2B-35-37-44
1000 2.4,6-Trinitroresorcinelo 82-71-3 609-018-00-8 E-Xn 2-4-20/21/22 35
J001 2.4 6-Trinitrotoluens 118-96-7 609-008-00-4 E-T. 2-23/24/25-33  35-44
1002 Tripitroxilene 28652-33-7  609-013-00-1 E-Xn. 2-20/21/22-33 35 c
Trinitroxilelo n, 1062 ‘
1003 1,3,5-Triossano 110-88-3  605-002-00-0 Xn 22 & 24/25
Triossimetilene n. 1003



15-2-1990 Supplemento ordinario alln GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38

CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA

Mummero SOSTAXZA Rif. CAS n. N. CEE
d'ordine sost. Simb. R ] Note
1004 Tris(2-clorostil}fosfato 115-95-8 015-102-00-0 Xi 22-36/38
1005 Uranio 092-001-00-8 T - 26/28-33 20/21-45
1006 tranio composti 092-002-00-3 T 26/28-33 20/21-45 A
1007 Vamidoticn 2875-23-2 015-059-00-8 T 23/24/2% 2-13-44
1008. Vanadio pentossido 1314-82-1 023-001-00-8 Xn 20 22
1009 Vinile acetato 108-05-4 607-023-00-0 F 11 16~23~29-33 b
1010 Vinile bromurg - 593-50-2 602-024-00-2 F 13 9-16-33
{**)10t1 Vinile cloruro 75-01-4 602-023-00-7 F-T  45-13 53-9-16-44 ]
Vinilidene clorure n. 381
2-¥inittoluene n 725
1012 Warfarin 81-81-2 6§07-056-00-0 T 26/27/28 1-13-44
(**}1013 m-Xilene 108-38-3 601-039-00-1 Xn 10-20/21-38 25
{(*™}1014 o-Xilene 95-47-6 601-038-00-6 F-Xn 11-20/21-38 15-25-29
{**}1015 p-Xilene 106-42-3 601-040-00-7 Xn 10-20/21-38 25
{**)1016 X$lene, miscela di isomeri [se {1 punto 1330-20-7 601-022-00-9 F-Xn 11-20/21-38 16-25-29
di infiammabitita' e’ inferiore a 21 C)
(**}i017 Xilene, miscela di iscmeri (se i1 punto 1330-20-7 601-022-01-6 Xn 10-20/21-38 25
di infiammabilita’ e’ sup. o uguale 2
21 C)
1018 Xilenolo 1300-71-6 604-006-00-X T 24/25-34 2-23-44 C
1019 Xilidina 1300-73-8 612-027-00-0 T 23/24/25-33 28-36/37-44 c
1020 Zinco alchilt 030-004-00-8 F-C  14-17-34 16-43 A
1021 Zinco cloruro 7645-85-7 030-003-00-2 C 34 1/8-28
1022 Zinco cromati, compresi il cromato di zi 024-007-00-3 T 45-22-43 53-44 AE
nco e potassio
1023 Zinco fosfuro 1314-84-7 015-006-00-9 T 28-32 1/2-20/21-22
28-45
1024 Zinco in polvere {piroforica) 7440-65-6  030-001-00-1 F 15-17 1/8-43
1025 Zinco in polvere {stabilizzata) 030-002-00-7 10-15 7/8-43
1026 Ziram 006-012-00-2 Xn 22-38 2-13
1027 Zirconio in polvere {piroforica} 7740-67-7 040-001-00-3 F 15-17 1/8-43
1028 Zirconio in polvere (stabilizzata) 040-002~-00-9 15 7/8-43
1029 Zolfo diclorure 10545-99-0 016-013-00-X C 14-34-37 26
1030 Zoifo monocloruro 10025-67-8  016-012-00-4 C 14-34-37 26
1031 Zolfe tetracloruro 13451-08-56  016-014-00-5 € 14-34-37 26
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METODI DI PROVA

I metodi di prova descritti servono alla determinazione di alcune proprieta
tessicologiche ed ecotossicologiche enumerate nell’allegato II del decreto del
Presidente della Repubblica 24 novembre 1981, n. 297. Sono descritti i metodi
di prova adatti al livello 1 e al livello 2 di tale allegato, ma le prove non sono
suddivise in funzione dei diversi livelli.
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PARTE B: METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLA TOSSICITA
INTRODUZIONE GENERALE: PARTE B

STUDI A LUNGO TERMINE

Studi gona, subdronia ¢ di cancerogenen

Caranerirtanioge defla sortanzs in esame ¢ defls miscols wsata per @ canamento

La compounone della sostanzs in exarne, inciuse e unpurerze parapehi ¢ le propoeta fisico-chimiche peranene,
compresa o stabilita, dovrebbe exsere ncts pruma dell'inizio d qualuas sudio di tossiara.

Le propneti fisco-chimuche della sosangs iz csame forniscone informazions imponano per ls scelts della va di
sommumisirazione, la progemanooe degli sudi subcronid, cronsa ¢ di cancerogenen ¢ del wanamento ¢ della
conservazione della sostanza 1 esame.

Le wnformazioni sulla srutturs chimica ¢ le proprieti Gsico-clumiche possono anche formure indicazioni sulle
caranensnche di assorbimento attraverso ls v di sommunisranone prevists ¢ le possibilits meuboliche ¢ di
distnbuzione nel tessuto. Potrebbero essern anche mformazions sui paramem rosssceanena provensenn da scudi
di tossiatd ¢ di toasicoanency precedenn.

L'elaborazions & un metodo analitics per Is determunazione qualitatva ¢ quantiranva dells sostunzs in esame
fimpuntd di maggrore importanza comprese quando possibile) ne) mezze di dotaggio ¢ nel matenake buolopen
dovrebbe precedere linine dello studio.

Animali da laborstonio: swelts delle spece ¢ ded ceppo

Poiché ¢ pecessano che i tranamento degh ammati s estends per buona paste della loro durats di vita, gli studi
tendono 3 lurutary & specie sperimentali & its relativamente breve ¢ di facile manteumento. £ maleo desiderabils
conoucere l'inadenzs delle patologie spontance ¢ der tumon sul ceppo degli anunals usan quando esm siano
manatenua i condizon anaioghe.

I cxppi dovrebbreso esscre ben caranterizzac ed escna da diferd congendti inwerferen. L'uso di ceppr orenut con
soppLImento t1 consangans o di ibnd di opo F Lpresents alam vantagp sorto quento punto i vista ma ove
siane dispombili suffoeno dan di bese sy ceppe csogasu, usando ammali di colensr chuuse, quess uloshi sone

Cara degh animaoli, diets ¢ rifomanento &acqes

1 sagpi e gli sudi con ammali werranoe condom wafonremonte a1 regolamepn nanonali € dovranno rever conta
dsi principi umanisari ¢ degli svilupp intemazionali nel serore de! benenere degli antmali,

P ottenere nsultat significanys sono oetessan ua.congrollo rigoroso deble condizioni smbientali ¢ delle vecniche
adeguate di cura degli ansmah. Fanton quali le coodinoa di alloggamento, le malame iiercormenn, k rerapac con
farmza, le impurezze nelia diets, 'ane, Pacqus, le letnere ¢ gli tnpann per 12 cura degit anumali in genere possono
inflwre sigruficanvamente sul nsuliato deghi studs con dom npevuts, Ly generze, gh effeen degli stenlirzand duama
suflo studio dovrebbero cssere non.

La dicta dovrebbe rspondert a rue ke cwgenze outrusonal della sprae sagpata ¢ doviehbe evsere csenre dalle
impeuntd che powebbero wfloenzare d asuliaco della prova. | rodicon dovrcbbero esere wutno- ¢ sbbeversa od
ibium con abmenn sosptum almeno ogre sernmana. Aftvalimente vergono- unluzio oe apr di dicte:
convennonzle; untenca ¢ vane dieve 3 foemula apena.

Qualunque sa la dicts sceina, » formten devono sccartare con conmolls penodia f valore outriovo ¢ i livello di
contaminane nella dieta bawe, ¢ forrure queste mfarmavnioms al laboratono con aasun lorto & manpune. £
ahamente desderabie conoscere gh effern del repyme dirtcuco sul metabolismo come purt lo sviluppa da umon ¢
1a fongevith degli yrumali,

Inoltre, ke analisi di controlio dells dicts base possono cisere efformuate dal laboratana che esegue be prowe, sia per i
componenn alimentan, %2 per | contamunann involontan, compres | caranogen. Inad caso yriuhan defle analia
dovrebbero ssere renun ¢ incun nella relanone finale su cascuna 10stanza v esame.
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1 cosoruenc dicrena comua che 3ono nod pes influcnzare ls caranogenen (8. sauotudast, andi grasm insarur,
scienso) noo dovrebbero cxicre presenn in concenarazion; interferenn. L'imparto potennsie di divers cootamisand
diccena comuni sulls valutanooe defls cancesogenucith unplics che perncolare sneanone us dedicata alls
presenza, pells dicta, di rendis di anoparassitari, di component organo-clovuran, & idrocarbun potiadlic
aomang, di esrogens, di mewalli pesant, & nitrosamoune ¢ ucorosune.

Quando ls sostanzs spenmentale viede somministzata neilascqua o aegh alimenn, le prove di stabilich sono
cusentiali. Prove di omogenath ¢ di sabdied effertuace corrertamente pama degli studi con dou nperute
dovrebbero ensere usate per szabnlire Ia frequenza richiena dells preparsnone deifs diets ¢ dei controlli.

Quando e dieie sono senfizzate, ghi effero di tali procedimend sulls sostanza in esame e sui costiruena dietena
dovrebbero eusere non. S dovrebbero apporare le oppormune remfiche.

Durante ke prove di cancerogenesi, | ricrreaton dovrebbero essere consapevoli do contamunano
deilacqua veats. L acqua approvata per d consumo umano & peacralments soddisfacenit ¢ 11 dovrebbe dupu'u di
informazions sulls suia componzions.

Vi pud essere In necrssh di variare ls concentrazione di una sostanza v esame aelle diets con ks arescica degli
ammali aflo scopo di mantenere una wngesnone cegronevolmente costanie dells sostanza w esame in relanone sl
pesy corporeo degli ammali.

D valore numitivo dells deta di controllo ¢ di quells in esane doveebbe etsere d pilt umule possidide. Di
<onseguenza, i valore outnovo di una sostanza in esame mescolats pefls dicta necestita di essere preso
congideranone, Lesperienza suggensce che fino sd un masumo di $% Ji sosunze in esame non nutave oeils
dieta, interferenre sgruficanve con J valore numnvo dells diets woo yoprobabuli.

1. Smudi inalsion

Non viene preaisata nessuna prova limite perché non & stato posubile definure un valore limite emico di esposizione
per malaznone,

1. Srudio di teratogencsi

0l metodo di peova & orentato prnapalmente verso |3 somnunistranone per nia orale.

Akernsuvamence, altre vie potsonc csserc unlizzave 2 seconda delle propnes Rsiche delia sostanza 1 esame ¢ della
v probabile dell’espostione umana. In cali casi, d metodo di IgPo dovrs essere opportunamente adoato

prendendo i consideraboor gli clement appropnat del metodo di sagpo a2 18 goro.

3. Tomsicocinetics

Gl sudi tosucoancoa oo d'amto ncll'interpretazione ¢ aellz valuranone der daw di toswats. Esu hanno
scgnatamense lo scopo i chuanre aspern parocolan della osncs dells sosanza chumica 1 esame, ¢ 1 nsulan
possono autare aells programmanone di wenon srudi di tsucid. Nod u considera che ua necessano
devergunare 1 wralith da prrament w Qascun caso. {2 sequenta completa degh wudi  stcoceDo
{assorbimento, cicrenooe, distnbuzione ¢ metabolismo} 1ars oecestans swoltainto in ran cas. Per talum composty
potrebbero essere opportune modifiche di deta sequenzz. ovvero potrebbe nsere sufficente uno sudio con dose

unIca.

Definipons

tossicoanetica:  wudio dell'assorbunento, della dismburnione, ded metabolismo £ dell’esaczione delle sovante in
came,

.assorbumento:  processo o linueme di process per + quali una somanza sommnusTrata vene assorbita
dallorgamismo.

ocrenone: processe o linueme di process: per 1 quali la sostanza sommunizrata €70 1 seor metabohin
vergono ehirminan dill'orgamismo.

dizenbuzrone: processo o Iinueme di procoas per 1 quab la womanza assorbita ¢/0 1 suon merabobo u
npartscono nell'orp.ansmo.

metabobiymo: proceuso(t) oer « “uale la sostanza sommunsizata viene srumturalmente modificaca nell'onga-

amsmo med. ¢ aniom entimanche ¢ non pnivnauche,

4. Srudic acuto ¢ subacuio m o seconda speere
G studi sv una seconda specie hi o lo sopo di fomire complement aile conclusiom aane daghi studs wolls prma
peaie,

. Negh cventuah sudh w0 una seconda speae i merodo di saggo pi JesTimo pud csaere usato appure adanaio per
usare uft AUMETo ounort i amsmah.
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5. Studi sulls fendlich

Nercan per i quali occore us 1aggo sulls nprodusione in tre generanioni, si puo estendere il awtado descrwen per i)
sugpo di nprodut:ons su due generanons i modo che €530 comprende Lna (Erls EENCTADONE.

6. Studi sulls mutsgesesi

Prove supplementari dglle mutagenest incluso prove di screening delle cancerageness

Insrodunone

Ls pnma valutazione dell'stuwiti mutagena di una sostanza conmste mells nicerca di mutaziom genache
{punnform) nei banten ¢ de) danno cromosomco nelle cellule der mammuleri (in vitro o w vive); 10 precendenza
sono sao descntn | metodi appropnan per questa sene di prove di base. Questo capitolo nguands M'uhenore noerca
necesiana per b verifics e/0 I'ampliamento do nisultan ortenut durante la senie di prove di base, che puo essere
udlizzata per un ceno numero & scop:

1) per confermare 1 nisulug della sepe di prove di base;
1) per ricercare event gemenci non studian durante la sene di prove di base;
3} per winare o ampliare Is ricerca v vivo,

Al tat yopo, 12 gamma delle prove descritte comprende SiStEm) CUCINOTIC $ia i VILYO $ia D ¥ive € una vasta serie di
evenn genetis, Le prove fomiscono informazions sulle mutazion: puntuali negli organismi pit complessa dei batveri
utlizzat nelld sene di prove di base « ampliano le informazioni sulla capacits di una sostanes s causare aberranioni
cromosomiche.,

Vengono descrine anche le prove per event genena diversi dalle mutanoss punaformi ¢ dalle aberrationi
cromosomuche, queste prove formscono ulterron informazion: ¢ possono essere appropnatamente ualizzare neghi
scherm d'analis,

In generaie, allocquando s redige un programma di ulieriore ricerca sulla mutagemata, dovrebbero essere formite
le relanve wnformanion addizional sul potenziale mutageno ¢/o cancerogeno di quella sosanzs.

Gli studi che potrebbero nsultsre adato ad un caso speaifico dipendono ds numeresi fanon, comprending le
carattenisache cumiche ¢ finche defla sostanas, i nsultan delle prove banenologxche ¢ atogenetiche vuziali, i)
profio metsbolicn della sostanza, s nsul . 1 di altre neerche tossicolopche ¢ limpwego conosauto dells sostanes. A
causa det numeros fstton da prendere o nmderanone, nsulta tnappropriato uno schema rigido pet 1a selenone
dellc prove. Turtana, possonc esaere for  alcum prncipi generali. Quando una provs risults posinva nel corso
della ncerca di base, Multenore ricerca acve comprendere zlmeno unz prova in grado di nvelare lo nesso evemto
genenco, Quando entrarabe le prove dells ncerca di base nsultano negstive, Fultenore ricerca deve di norma

comprendere una prove pef Je mutazron geniche ed una per le aberrazions cromosormuche. Sa7d inole opportune

ortenere uitenion dan da prove mdicatna di efferti su DNA {elencate qui di seguito). | meradi da seguire per questa
ncerca vengono denest qu di segunio n funzione della loro nsultante genencs prinaipale.

Sindio delle mutamom gemche (puniform!

Per ncercare ultenormente ba capaond di una sostanza di causare mucarions geniche (puntform), pud risultare
adeguata una delle prove seguenn:

a) ncerca di mutazioni in avann o di rtormo unlizzando maroorganism eucanoac (Saccharomycrs cerevi-
sael;

b} prove in vioo per la noerca di mutaznions W avann i cellule d mammfere,
<) prova da lecali reczsan legan al wsso o Drosophila melanogaster;
d) prova in vivo i murariora in cellule somanche: prova delle macchwe (spot test] nel topo.

Ricerca defle aberranon: cromospmiche

Quando ¢ necestano approfondue la capaata dh una sosranza a causare aberrazions romosomuche. puo casere
etiertuata una deile seguenn prove:

2) wudi otogenna m vivo nef mammfero,

5i dovrs includere Tanalin della metafasc 1n vivo delle cellule del midollo 03360 nel caso in cus non 12 stata
-mcluss nella valutanione munake [sene di prove di base). $1porrd iolire efferruare if 1aggo arogenince i nivo
wn cellule germunali;
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b) wmudio atogracocd w oo w celule di mamauforo, ¢ oom ¢ sato efferuato nel conw deils valuanone
iuxiahe;

€) studio de lerali dosunant & roditon;
.4} prova delle orastocazion: ereditarie ned topo.

Prove con indicaton per gli cffern sul DNA

Esistono metodi per 1a nlevazione di alouns effern sl DNA, ma che 9on hanno conscguenze mutagene cote
=cvenio finales. Quem studi possooo fienue nformanion complementan a quelle ontenute dagli srudi pulla
musageniatd, che possono nsultare uali per linterpretazione di tali studi. In caso di sccessitd pud cisultare unle
wguure uno der melodi seguena, unliztando microarganin cucanooci ¢ cellule di mamauferi:

a) ricombinancne mutooca in Saccharomyers cerevicise;
b) danno ¢ nparazione ded DNA -~ sinicss ded DNA pon programmata — is crelle di mammufero (in
wvirol;

¢) scambi di comand Farelli in celulle &i mammifero (ia vitro).

Altre prove con indicatore per ln nicerca del poterpiale cancerogeno

Esistono prove per la ncevca della rasformanone in wira delle cellule dey mammifen che musuranc la capaota di
una sostanis di causare cambiament morfalogia ¢ comportamentali in una coltura di cellule. Si ritiene che cid w2
connesso con la oasformazione maligna in vivo. Per 1a trasformabione s puo usare un certo dumero di upi divern
di cellule ¢ seguue anten diverss.

Valutagone del nschro degli effern ereditabalt neg mommfens

Esstono metodi per misurare in mammufen gii effert eredicabili. cavsan da mutazions gensche (punnfermu), come
Is prova der loc spensfia acl topo ('), oppure per determunare le sbevanons aomosomsche, come Ia prova di
oaslocarion: eredizane oel topa.

Tali merodi possono esseve eseguiti oer la valyranone del possibile nschio genento di una sostanza per Muome,
Turanaz, a causa della complessi di queste prove ¢ dell'elevato sumero di arumali necessan, in parncolare per s
prova det [oq speafic, occore un'ornma pustficanone per v agcendere Queste prove.

La prova dot oo wpeoha not topo -non desonttz o queso documemol puo exnerr vz, pok masrane mdurione ds
mutazens growhe :n ooflule gerovnals nells prma generazone, dopo Mesponsions af una sowrsnis muragons. Powaono exere
alevate ¢ quannficar ke alteranons genernche dve pottano 2 cambiamenns ne1 prodom gua J cautano Tenoeps wiindi,
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SAGGIO DI TOSSICITA ORALE SUBCRONICA

SAGGKY CON SOMMINISTRAZIONE ORALE RIPETUTA DI DOSI PER %0 GIORN] USANDG SPECIE DI
RODITORI

1. METODO

1.1 Inrrodursone
Vedi ingodunone groerale, pane B,

1.2, Defincroni
Vedi inoodunone generale, paite 8.

13 Sorznze & riferimeato
Nesauna,
1.4. Principi ded metodo di saggic

La sottanra spenmentale vient somministy ats giomaimence, per via orale, i doti scalan a van gruppi di animali de
laborpioria, uns dost per gruppo ¢ par un penodo di 90 porm, Duranee i pariodo di somministyazione, gli smmali
vengono pomalinente soopost ad ossarvanooe por individuare segni di tosndie. Gli animali dhe mucono
durante la provs veugono soNopost 2 necroscopu; alla condusone del Laggio anche ghi animali superstiti vengooo

KNTIOPOTD 1 DECTOACOME.
1.5, Ceireri qualitarivi
Nessuno,
1.6, Descrizioae del metodo di saggio
Preparancm

Gli animali sonv tenut nelle condizioni sperumentals di sllogpamento ¢ nutrizicme spervencali per almeso 3 pormi
prmas dellinizio del saggio. Prima dell'csperinenco, gli anmali giovani ¢ sani vengono mischiad con metode
capuaie od assegnan & gruppt di anamento & 4: conmrollo.

La sottanza in esame pud essere somminiscrata nella diews, con soada, in caprule o in acqua porabile, § dosaggio
per urn g anumal) dovrebbe essere facte cbo lo wesso metodo durante Fioterno penodo dell'esperimantyy. Se un
vexcolo od altn addinvi sono uthirzan per facilitare il dosaggpo, esu.n00 dovrebbero notonamente produrre effern

s, Se ded casc, s possono ualizzare 1 dan gona.

Condipin apermentals
Animalr da esperimento

A meno che noo v wano controndicanion, la speoe prefenta ¢ il rano. S dovrebbero vaate crpp comunemente
usan v laboratono di grovar smmali sam ed 1 dosaggro dovrebbe tnuziare sdealimente prms che 1 ram abbuaoo
raggiunio le soi setnmane di etd {(comunque non priz di § setomane). Allimnio dello wrudio, la vananone di peso
degli anumali usan noo dovrebbe superare d £ 20 % del valore medso. Quarido une studio swbcromico orale venga
intrapreso come prelumunare ad uno stadio 1 lunge termane, si dovrebbe uiare Is sicisa specie e lo sresso ceppo 0

engambs ghi erud;,

Numero ¢ 1150

Per aascun fivello di dose s dovrebbero unthzzac almeno 20 amimali (10 maschi ¢ 10 femmine). Le femmine
dovrebbero casere nuilipare € noo gravide. Qualora s preveds di sacnificare ad intevvalls alaund animah, il sumero
dovrebbe essere aumentato del aumero di smmal che u prevede di sanficare pnma del completamento dedlo

~studio. Incle, un gruppo sstellite di 20 animali {10 acumal: per sessol pubd essere orartato con hvelh di dose elevan
per 90, porm ¢ sottoposto sd osservanone per lindinduznone dells reverubdicd, dells perunenzs o
dell'insorgenza ntardsta di effern tosucs per 28 porm dopo § ratamenio.
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Livetli di dose

$i dovrebbero usare almeno we livelli di doee ¢ un congollo. Eccenon {Eres per d rattamento coo s jostaees i
esame, ghi animali del gruppo di conrollo dovrebbero essere teoud is modo idenncn & quedli del gruppo trataro,
Quando 2 unlizza ua vexnio per Baalitare i dosaggio, 21 controlli si dovrebbe somfrunsstrane il vacolo, alle nesso
modo dei grupp wanati; ghi anumali di controlio dovsebbero ricevere La steasa quannu di vacolo di quella neevues
dal gruppo aanato ol livello di dose prd elevato, B livello di dose pris edevato doveebbe provocare cfferd tosna ma
produrre pocu o nessun decesse, Il livello di dose pri basso son dovrebbe produrre cffert tossid. Quando esisea
una valutanone utle deflespotizions umaas, il fivello pris batso doviebbe superare denp valore.

Idealmente, il livello di dose intenmedio dovrebbe produrre efferti tossici osservabili minimi, Se viene usata pid di
una doae interraedis, + livelli di dowe dovrebbero essere intervallan per produrre une graduazions degli +Hferi

tosua.
Ne grupp tractas con livelli & dose bassi ¢ intermedi ¢ ne: controlli, Nincidenza degli oventl lerali doviebbe exsere
barss ¢ take da permenicre una valutanone significativa dei risulias,

Quando ls soszanra in esime vicne somministrars nella dieta, 8 posiono utlinzare s unis conamtrazione dietetica
cyuanie (ppm o mg/ kg di alimento} oppure ua livello di dowe costarte in termni di pese corposeo degli 2umali;

« Palternative veats deve cwvere speaificats. Per una sostznza sommmisrats con senda, 1a dose doviedbe essere
somnumstzata opy pomo allo setio orano. 1 livelli di dose dovicbbero essere idammat ad intesvalli
{sertimanzlmente o ogw due sertimtane) per mantenere ua livello di dote costante @ termuu di peso corporeo
delf'animals.

Saggio limite

5S¢ uno studio di 50 giooni, condocre conformemente 2l metodo descrino soro, ad un livello di dose di 1 090 mg/kg
di peso corporeo/giomo ¢ ad un livelio di dose pitr elevaro wn relavsone ad una posmdile esposizions umans,
{quandc quesia sia nots) non produce evidente di efferd tosici, ultenon prove possONo essere considarate aon
necessane. Per le sostanie 3 bassa tossicti & importante astcurarsi che, quando somministrate nella dieta, le
quanttd ¢ le aitre propoecd deila sostanzs in esame di cw wattaa non mtesfeniscano coo le esigensc sumaionalt

normali,

Periodo di osservarione

Turt gli anumali dovrebbero essere quotidianamente sotoposti ad esservazione ¢ u dovrebbero repatrare isegnidi
Y tosucith inclusi il cempo di nsorgenza, if grado e ls durats. Si dovrebbero annotare anche if tempo dells more ¢
queilo dellinsorgenza o della scomparsa dei antomu di tosvicitd.

Procedimenso

Gli anunali vengono trarani <on e sostanza i esame, ideshmente sette giorm per sethmana, per un pericdo di
90 gorm. Gli anumali apparrenenc ad ogu gruppo satellite previsto per ultenon asservazions dovrebbero exsene
tenut ancors 18 giorns senza gamamento per indinduare la guanpone oppure Is perustenza degli cffern
osna.

Le osservanom dinsche mcludaranae | cambismenn della cute ¢ ded pelo, degli ovchi e dedle mucose noaché del
sRema nervaso centrale ¢ penfenco, di quello respratono, arcolatono, defl"atawits somaromosona ¢ del quadtro
comporamencale. $i dovrebbe procedere sertimanalmenre alls musurarone del consumo -alimentare (e dei
consumo dell’scqua quando la sostanss 1 csame s sommumnTata m take vexcolo) ed 2l peso deghi animali.

Un'osservanione regolare degli animali & necessina onde evitare per quantg posubile perdite di smamali dallo srudio
dovute 3 cause come canmibalismo, autolis der tessut o errata eollocazione. Alla fine del penodo di espomirione
furm gl ammali sopravimsun saranno sottopost ad autopra; ghi ammali monbondi dovranno essere nmosw ¢

sortepest ad astopsia.
| seguena esamu vengano effernusn abirualmente per rum gh anumali, compren « conmolli:

2) Perame ofialmoscopico, esequito con un oftalmoicopso o atsertaturs analogs wdooea, dovrebbe cssere
effetrusto pnma dells sommunsranone dells sostanta w esame ¢ della conclusione dello studso, prefenbd-
mente su rr gl aumali o perlomeno s quell 4 cw viene sommunssato | dosaggio cevaro ¢ al gruppo di
controllo. Se vengono indindusn cambiamenn agh occhs, num gli anamaii dovrebbero essere esanunan;

b) alla fine del penodo di sagmo, u dovrebbero effettuare e wguena 2nalis: ematolopa, inclun ematocnto,
concesanone di emoglobuna, contegpo degli entroaid, contegpo roxale ¢ differennale de leucoat, uns
musuranone del porennale di coagulatione, quali J rempo di coagulaziooe, i tempo di protrombina, il tempo
di zomboplasnna o d contegpo delle prastrine;

¢) la derermunazione di brochumsca clinica sul tangue dovrebbe esscre éffertuata alla fine def penodo di sagpo. Le
aree di 1aggo, ntesute opportune per rn gl studi son0: equilibno Jegli elerolin, metabolismo da
carboidran, funzione epatica € renale. La selenrone delie prove speabiche 1ard Jetermanata dalle dsservanon
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aul modo di anone &uila soRrenes. Si suggenicono Je seguent determunazion: calon, fosforo, doruro, sodio,
potasac, gucone 3 diguno (coa u pmodo di dipuno sppropristo alls specia), glutammirico-pirevica
Tansaminatl senca (*) ghtammico-oadlacenicn traniasunas senes (3), omiting decasbossilasi, gamma
ghetammul wanspepudese, azoto urewe, albumina, creatinins nel sangue, bilinsbing totale ¢ misuraricos delle
totali did seero. Altre determinaroms che possono rendersi necessarie per una valutarione comcologica
adeguats, incddudona: aoaliv da bipuli, ormom, equilibrio acdo/base, metaemoglobuns, aruvith dells
colinesteren. Determinanoni biochimuche suppiementan possono essere vsate, 3¢ ded caso, per estendere la
ncerc sugh efferd omservan;
d} Fanalis delle urine noo & nchiesta routnsanamenic, ma solo quando vi stano (ndicazioni basace sulls 1ossath
pronisia 0 oLseTvaTa;

Se i dan wona di base sono nsufficient, pnms di imnare i dosagpo 5 dovrebbe prendert in connderazione Ia
daermunazione do parametn di biochimuca dinca.

Necroicopis macroscopica

Turn gh animali dovrebbero cusere sottoposn 2 completa DETOLCOPA MacTosoprcs che indude Tesame della
superficie esterpa del corpo, di rurn gli onfin) e delle cavith cramche, rocaciche ¢ addormunali £ dei Joro contenyn. I
fegato, i rem, be ghiandole surrenali ¢ 1 resocoll dovrebbero essere pesat umidi, appens possibile dopo 1a
dissezsone, per evitare Fesucamento. | seguenn organi ¢ wessun dovrebbero essere conservati in mexso sdano per
esamu wopatolop furtun possibili: ite le ksioni mecroscopiche, cervello — comprese senioni di midollo
spinale/ ponte, coneccia cerebellare ¢ cortecoia cerebrale, vituitana, Hiroide/ parstroide, qualsias tessuto dmico,
waches ¢ polmoni, cuore, sona, (ghiandole salivarie), milza, fegato, reni, ghisndole survenali, pancress, gooadi,
utero, {organi genicali accesiori), (pelle), esofage, somaco, duodeno, digiuno, ileo, imesno dee, colon, reno,
vesaca urmanas, linfonodi rappresentativi, (ghisndole mammarie femmunili), (muscotarurs delhs coscial, nervo
penfenco, stano con midolio osseo, (oochi}, (femore - compresa superficie amicolare), (midollo spinale 2 tre
livelli — cervicale, mediotoracico ¢ lombare), ¢ {ghuandole facnimah esorbitali).

{1 ressua citani ma pasentesi devono essere £1anUNAT 3010 9¢ presentans sintomi di oancith o se vi siano indicazions
chz swno Forganc-bersaglio comnvolio).

Esame istopatologico

3) U'ssame inopatologon completo dovrebbe essere effertuato sugli organi € svi testup degli animali aei gruppi
tractan col dosaggo piis elevato ¢ nel gruppo di conwrollo;

b} eune b lesoni macroscopiche dovrebbero essere esaminace;

¢} wsame degli organi-bersaglio i aktn gruppy wactat con alore dou;

d} i polmoni degli anurnali ne gruppi crattan con dosaggi bass ed intermedi dovrebbero essere sonopost ad esame
ustoparologico per lindinduazione di infezions, porché cid fornisee uns  alutarione appropriata dello stato di
salute degli aimali. Parncolare anenzione doveebbe inoloe essers  edicata in quesn gnippi alf'esame
istopatologica del fegato ¢ dei renu. Ultenon esami istopatolopa di rounne possono noo essere richiesh per gli
ammali di detth gruppi, ma devond sempre essere effermuan sugli orgam che presentanc iesoni, nel gruppo
rastato con la dose elevata;

e} quando s fa uso di un gruppo satellite, n dovrebbe eseguire I'esaime istopatologico dei tessuti ¢ degli organi dhe
presentano lesions oel grupp Fanao.

DATI

I dan dovrebbero essere nassunn wrio forma di tabelle, indicando per ogni gruppo di sagpe il numero di animav
all'inanso deila prova, il numero degh ammal che presentano besiom ¢ lg-percencuale degh anumali che presenta
cascun tpo b lesiont. 1 nsukao dovrebbero essere valurao coa va merodo stanshco woneo. Qualsisn merodo

FIDWS NCONOSCIUtD pud oxsere utdizzato,

RELAZIONE

Relanivoe sl sagpo
Nella refazone sul saggpo devono figurare, se potsitnle:
— tpecse, ceppo, ongne, condiziom ambeentals, dieta,

— condizone sperimentah,
— bhivells di dose (vercolo compreso, s¢ unlizzato) ¢ concentrazion,

— dan sulls niposia rossics per sesso ¢ per dose,

(' Ora nots come alanina amunominsferan sencs.
(2} Ore mots come 23parntstc 2munOt snfeTan: WM.
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— livello senza effento, quando potnbele,

— tempo della morte durante esperimento oppure spenficare se gli anumali erano sopravwvissun alla conclunone
della prova,

— deuminone deghi eifern mssa o di altn effem,

— tempo di osservanone &i og segno anomado ¢ successivo decono,

— alimentatone ¢ dan sl pewer corporeo,

— nsultan oftalmolopa,

— analisi ematologache usate ¢ nsultan complen,

analisi di bochimica diinica usan ¢ ruuitan compien (comprest L nsuftan di ogru analin deffe unae),

~ nsultan nella necroscopu,

— descnaone particolaregpata & o i nsultan istoparolopa,
— elaboraz:ooe stansncy dei risultan, quando posubie,

— discusssone do nsulesn,

— unerpretanone det risulian,

2. Valuiaziont +f inicrprctazione
Vedi introduzione generale, pane B.

RIFERIMENTY
Vedi introduzione genetale, pane B.
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SAGGIO DI TOSSICITA ORALE SUBCRONICA

SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE ORALE RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNT USANDO SFECIE DI NON

1.1.

1.2

1.3

1.4,

1.5.

L6,

5 . Libreria - S.OG U, 0. 28

RODITORI
METODO

{ntrodaziome

Vedi snroduzione generale. pare 8.

Vedi umrodutsone generaie, parte B.

Principi ddd metode di saggo

La sosanzs spenmentale viene somminiserata ogni pomo, otalmente in dosi graduare, » diversi gruppi di animals
da espenmento (non roditori), una dose per gruppo, per ua penodo di 90 pormn. Durante i penodo di
somminsrazione, gl umdnmmompmahmmadmmp«mdmdm:m&mﬁ Gli
ammali che muoiono durante la prova sone 10NopPos 3 necroscopia; alls conclusione dell’esperimento anche gli

anamali SUPeTHt vengono sOMoposti 4 ReCOKOPIA.

Criteri qualitativi

Nessuno.

Descrivione ded metodo di saggio
Preparancon
Gli aumali seno tenut nelie condiziom di alloggiamento ¢ di alimentazione per almene anque giorm prima del

tagpo. Pruns della prova gli ammali povam ¢ sam sono muschian con metodo casuale ed assegnati ai groppi di
Tattamems ¢ a quello di coamolle,

La somanza in esame pud essere sommunutzata nella dieta oppure la somminisrazione in capsule pud essere
neenuta p comada. Altn mezn di somsunstranone ofale possono essere ucilizzasi. Durame Tintere penodo
sperymentale, i dosagme~agli ammali dovra essere fario con Jo stesso metodo. Se per facilitare it dotaggo w
unhziano un veicolo o alin addian, esu dovrebbero essere noti per nom produrre effert tosua. Se del caso, s
possona valizzare | dan stona.

Condipom penmeniali
Aaimali da esperimento

La speaae di non-roditon generaimente unduzau & ¢ cane, di razza prefenbilmente defima. Al speae di
non roditon possono axsere utilirzate. St dovrebbe usare esemplan povam ¢ sans, ¢, nel caso del cane, il dossggpo
dovrebbe wmizjare prefenbilmente a 4-8 mess € non piu tardi di 9 mew di eta. Quando venga mirapreso uno srudiodi
tossiatd mbcronica orale come preliminare ad uno sudio a lungo termune, 51 dovrebbe usare Ia stessa speoe ¢ jo
uesso ceppo i entramb gh sruds,,

Numero ¢ ses30

Per crascun biveilo di dose 51 dovrebbero usare 1lmeno 8 amimah (4 maschi ¢ 4 femmne), Alla conclusione ddke
studio, J sumero di animalr deve essere rale da garanore una vaiutanone significanva degli cfern rosua,

Liveils di dose

%1 dovrebbero usare aimeno e hivelli di dowe ¢ un conaollo. Eccezion fana per af sranamento con la sostanza
esame, gh amal) nel gruppo di conorolie daveebbero essere trattan in modo idennico a1 soggern der gruppe irattas.
11 livelio di dose piia elevato dovrcbbe provocare effem tosno ma non produrre decriu,
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18 livello di dose peia Basso non dovrebbe produrre alcuns evidenza di effem tosa. Quando enste uns valutancne
urile della espontions umana, o tivello di dose pua basso dovrebbe superare deto valore. Ideaimente, dl livello di
dose medio dovirbbe produste effem tossia ouservabidi munmi, St viene usaca pis di una dese itermedia, o livelli
di dose dovrebbero essete untervallan per produrre uns gradusnone degl efferm 1osna.

Nnmmadmmbmdmlmndfocmmpﬂimudqmbbcmvmﬁwedunu.

Pet sostanie a bassa tosniath & impirtante asucurars che, uns voita sommunisarata nells diesa, je quannia della
SONanIa i esame non interfenscant com ia nutnuone pormald. ’

Quando la soRanta in esame nene somiminisirata nelfa dieta, st possono utiliztare s uns concentrazione dietenca
comante (ppm ¢ mg/ kg di alimento) oppure un livello di dose costante it tenrum di peso corporeo degl: arumali;
Valternanva usata deve essere speaificsta. Quando sommimstraea direvamente, pzr esemp:o i capsule, la dowr
deve ensere somminisrag ogre porno allo stesss orano od adamata 3 seconda dells necessitd a wntervaili
serhimanali per mantenere un livello di dose costanie 1 termem di peso corporeo degh anumali. Quando uno srudio
sybronco venz usato come premessa ad une sudio a lurgo termine, i enuami ghi studi s davrs usare uno dieta

analoga.

$¢ uno srudio di 90 porni, condotto conformemente al metodo desenitto sotto, ad un livello di dose &i 1 COOmg/kg
di peso corpoceo’ mormo o ad un livello di dose pri elevaio in relanione ad una posubile espasizione urnana quando
questa $1a nota, non produce evidenze di effemn 1050a, ultencn prove possono essere considerate son necessane.
Per le sostanze a bassa roumcitd & imporrance aascurars: che, quando sommipiszrate nella dizza, le quanata e le altre
propnets deila sostanza i esame di cus oanasu non nterferscane con ke esigenze numzonals normak,

Periodo di osservanione.

Tutti gl animali dovrebbero essere osservan gromaimerite ¢ & doveebberd registrare evenruali segni di.tosuata,
ncluso J terapo di insorgenta,  grado e la duraca:Si dovranno anrotare anche 1 tempo dells morte ¢ quello
delf'insorgenza o deila scomparsa dei segni di rossicaa.

Procedimento

Gli ammali weiigono manan con |2 0512022 in esame, idealmente sette QoM per semmmana, per un petvodo di 30
porme. Tutana, sulla base pnnapalmente di considerazions pranche, quando |2 sostanis vienne soowmuusteats
<on modalith diverse da queila dell’aggiunta nella dieta, viene considerato accentabile che d dosagpo ma effecrusto

§ pormu per wmmana.

Le osservanani dovrebbero includere, ma non cssere limitave as caminamenn.defla cute ¢ def pelo, degli occhi ¢
delle mucose conché del ustema nervase aengale od sutonomo, di quello respustono ¢ arcelatono, dell'arontd
somatamotons ¢ del guadro comportamentale. Si dovrebbe procedere setumanaimente alla musura del consumo
alimencare (e dei co dell'acqua quando |2 sostanza 1n esame ¢ SOMMInSTata i tale veicolo) ¢ alla pesarura
degh amumali. )

Un accurato esame clinco deghi anmali dovrebbe ctsere esequito quondianamente con misure appropnase per
munvmazzare fa perdita ds anumali de! sagpo. Alla fine dd penodo di esposione tum gh sumali sopravvissun sono
sotloposa 3 mecroscopa. Gli anumali monbondt dovrebbero essere nMosst ¢ SOMOPAst 2 NEETOWOP:a quando
fictan.

[ seguenn esamu vengono efferruan sbiruilmente per auro gh anumak, compeen + conmolls:

a} Tesame ofuaimoscopwo, eseguito con un oftalmoscopio o wdonea arrezzatura analoga, dovrebbe cusere
cHemuaro pnma deila sommurustransooe della sostanza i esame ¢ alla conclusione dello studio, peefenbrimence
@ s gh aumzii, o perlomeno s quelli ranan con B dosaggro pru ekvaty ¢ nel gruppo & controlle. &
vengono wdmduat cambamens agh occha, tuea gt ammal doveanno cssere csamnan;

b allmuio de sagmo ¢, quindi, wa 4d ncervalh menuli 0 alla mewa del periodo d wggpo ed, infine, alla fine de!
saggo u dovrebbero efferuare e wguenn anabs: emarolopia, wxluse lematomio, concenranone da
emoglobina, conteggio degh enrocm. conteggo 1otale ¢ differenziale Jo levcoan, mususa del potennale
coagulaate, quah d wempo ds coagulanond, d tempa di prodombana, d tempo & romboplashing.o contegpo
delle prasope;

r) la determunanione della brochumica clinica sul tangue doviebbe essera etferruaca allimoe del waggio ¢, quinds,
ua od intervaili measli o alls mera ded penode & saggo od. infine, alle Fine del saggro. Cli aspem dh sagmo
atenuo opportum per o gh studi sona: equidibno degh denrobin, metabolismo der carbowdran, funzione
epatica ¢ renale. La selesone delle peove speafiche sara determinata Jalle osservazion: sul modo di anone della
sostanza. Si suggensce di determtnare: calao, fosforo, doruro, wdio,. potassio, glucano a digiuno {con
penodo di dignano sppropnato ails speaes coppol, glutamminico-piruvica wansamndss senca (*, glutamm-
co-ossalacrco wansamunay wnda (3}, omiana decarbossdau, gamma glurammd transpepadase, azoto

MY Ora nata come afanma ifunotr snsfer iy eoral.
%) Ora aots COME 13PInUIle Mokt ansheras wncs,
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urexo, albuming, cresamns odl sangue, biluubing totzle ¢ misurs deile procene tocah del uero. Alre
detemunanon: che poisono rendera necruLans p2r una vaiutazions toiscolopcs adeguats, includono: anahs
dar lipedi, ormomu, equiibne sado/base, mersemogiobina, atmmvity della colinesteran. Determinanions

brochumuche supplementan p essere utate, se del caso, per estendere la noerca sugh effern osservan. |
non-roditon dovrebberc essere venug 3 drpuno per un penodo di tempo (non paa di 24 ore) pnma di prelevares
campeory di sanguc;

d) tanalin delle unne non ¢ nchiesta routinanamente, ma soko quanda v 512 una indscazione Lasata sulla o8I
prevista o osservata,

MNecroscopia macroscopica

Turo gh amumah dovrebbero essere sottoposn a necroscopia macroscopica completa, che mclude 'esame della
superfice esterna ded corpo, di tutn gh onhe: e delie cavita canuca, toracica e addominsie ¢ de loro contenun. Il
fegato, s rem, Je ghiandole surrenab, la aroide (¢ le paraarowdi) € 1 testicoh dovrebbero essere pesan umidi, appen2
poustbiir dopo {2 dissezione, per evitare I'essiccamento. | seguenn organ: ¢ tessun dovrebbero essere conservat in
un mezzo adacro per furun posubali esamy istoparolopa: rune le lesion: generali; cervelle — comprese senom di
rudailo’ ponte, corvecaa cesebellare £ corecars cercbrale, piuntana, irorde/ paranronde, qualtas ressuto amico,
{rachea) polmoni. cuore. sorta, guandolke salivan, mdza, fegato, rem, ghiandoie surrenali, pancreas, gonads,
utero, crgam genitali accesson), (pelle), astfellez, esolago, somaco, duodeno, digiuno, e, ntesnno asco,
colon, remo, vescca, unnana, linfonods rappresentanin, {ghiandole mammane femmundi), (muscolatura della
cosqal, ervg penfenco {occhi), stemo con mdolio osseo, {femore ~— compresa superfice amicolare) ¢ (midolo
spunale 8 tre livelh) — cervicale; emioracice ¢ lombare). (1 tzisun atan tra parenies devono essere esamman sojo se
presentanc untom di 10suOtE © & V1 iano sndicazions che sono ['organc-bersagho comvaleo).

Esame istopatologico

Dovrebbe essere effettuato I'esame stopatologico complete degli organi ¢ des 1essun degli aremah del gruppo
trattato con |3 dose elevata ¢ del gruppo di controllo. Un ultenore esame 1stopatologico dovrebbe essere effetruato
in grupp mranan con aloe dow sugh organi che presentano lesiont nel gruppo wratato con la dosc elevata o per e
quall fe osservazions chmiche indichine tale esigenza.

DATH

1 dau dovrebbero essere nassuno sono forma drtabstle, indicando per ogni gruppo spenmentale i} numero di
animab all'inuzvo della prova, d numero degl srumgh ch: presentano lesions, 1 apr dr lesione ¢ 1 percentuale degli
ammals che presenta aascun npo & lesont. | nsehas doveebbero essere valutao con un metode stanstico 1doneo.

Qualsiza metode stansnco NConuScuUte pud essere vnlizrato.

RELAZIONE

Relazione sl sagpo

Nella relanione sul saggo devono figurare, se posubie:

— speae, appo, ongine, condiziom ambientali, dieta, ek,

= condisicns spenmentah,

— liveili di dose veicolo compreso, se uniizrato. € concentrizions,
— NSpoMa 10suCe Per wesso ¢ per dose,

— livello wnza etento, quando posuibile,

— tempo dellz morte duc ante lo studio, oppure ipecficare ¥.gh ammaic wno wopravnssua fino alla conclunione
del wgmo,

»= descninions degh ctiecn 1ossiar o i altr eifeth con parncolare anennone a1 nsulian chmal,
~— tethpo di osscrvanione di ogm wgno.snomalo ¢ successivo JeLorna,
— dan 4 alunentazione wl peso <orporca,

—~ nsuliao ofaimalopa,
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— anahiu cmatolopche ysate ¢ nsuitat complen,

— analis di brochimaca climica gsate ¢ nsultan comples (compren 1 nsultan di Qualuass analin delle unne),

— nsultac della necroscoma,

— una descniont parmcolaregpaws di i 1 nsuluo wopatologia,
— claborazione mansnca dey nsuitan, quando Jppropnats,

— Jiscussione dev nsultan,

— Inierpraianione da nsultao.

3.2, Valutarione od intevpretaniooe
Vedi inrzoduzione generale, pane B,

4, RIFERIMENTI

Veds .nmodunione generale, pane B,
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SAGGIO DI TOSSICITA CUTANEA SUBCRONICA

SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE CUTANEA RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORN! USANDO SPECIE Di
RODITORI

1. METODO

1.t Introdunione

Veds snrodunione generale, panie B,

1.2 Definmom

Vedi inoodunione generale, parve B.

1.3 Sostanze di nfenmento
Nessuna.
L4, Prinaps del metodo di sapgeo

Ls sostarza spenmentake niene applicata quoadianamenie alle cute 1 dosi scalan & van gruppi i anamali da
c3perumento, uns dose per gruppo per un penodo di 90 porm. Durante J prhodo di sommumstrazione, ghi srumali
vengono pornalmente sottcposo ad osservanone per ndividuare segiu di wosots. Gli anumali che mucvooo
durante d sagmo vengano sottoposn & aecroscopra, ed alla conclusione della prova anche gh amumahi supensno

VENEONRO 50LLOPOSD 3 MCTOSCOPLR.

1.5, Criteri qualitatvi
Nessuno.

1.6, Descruione dd metodo di saggo
Preparapom

GL anumali sono tenun nelle conditians spenmentali di allogmamento ed alimentanione per aimeno § giorm prima
dell'tniwo del sagpo. Pnma dell’esperumento, gli animali povans ¢ 1am vengono muschis con metodo casuale ed
assegnan a1 grupps di mattamento ¢ & conollo. Poco pnma delluutio delfesperiments gli animali da oranare
vengono tosat nella tons dorsale del tronco. 54 pud usare 13 rasarura, ma questa dovrebbe essere effecruata arca 24
ore pnma del sigge. La tosarura o la rasarurs usualmente deve essere nperuws ad intervalli approsimatvamente
setomanali.

Durasie la tosatura ola rasarusa ded pelo, occore fare anenzione 3 no0 scorbcare la pelle, La superficie corporea da
wamare per Vapplicanione della sostanza v cxame non dovrebbe etsere infenore al 10% del totale. 1l poso
dellanimale dovrebbe esscre preso'in contderanone quando g deodano ke dimension delle superfiae ds liberare
dai pelo ¢ dails coperrurs. Quande u sagpano solidi, che possono essere polvenzzan s del caso, ls sostanza m
esame doviebbe essere urmdificats sufficentemente con Facqua o, 3¢ necessano, oo un vecolo adstio per
ssucurare ub buon contaro con Is pelle. Le sostznze o esame liqude sono b groare usate oo difume,
L'apphcanone quondsana u estenderi da § 2 7 pormy per sctumana.

Condizion spenmentals
Apimali d2 espenimenio

$1 possono unhzzare csemplan aduln di ratio, comigho o cavia. Adtre spene possono casere uolizzate, mad boro uwso
nchiede una pusahicanone All'ineso del sago, la gamma ds vanazoac del prso dovrebbe exsere & 20% del peso
medio. Quando uno srudio di 1ossiand subcronica butanea viene condotto come prelimunare ad uno studio a lungo
rermune, @ engamibs gh studi u dovrebbe ugare 12 stesxa spense ¢ lo sesso crppo-

Numero ¢ seso

Per cascun Livello & dosc u dovrebbero unlizzare simeno 20 animali (10 maschs ¢ 10 femmane) con pelle sana. Le
femmune doviebbero cssere pullipare ¢ noa grawide. Se » prevede & sacnficare ad wniervall alcum amroall, d
oumere totale dovrebbe essere aumemisio del oumeore & anumab che & prevede di saenficare pruuns del
completamento dello srudio. Inolue, un gruppo satelline di 20 srumali {10 animali pet se450) pud essere manato con
o livello di dose elevaro per 90 poms ¢ sonoposto ad oaservanone per Tindimduznione della reverubibith, dedla
perusienza o dell'nsorgenza masdats di elferw 101ma per 28 ponu dope d wantamento.
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Livelh dy dose

Almeno tre livelli di dote con un coatrolio 0 un coatrolio. dad vescolo, s¢ 6 ynlizza un vewcold, sono richieen 8
penodo di cpositione dovrebbe csstre di almeno § ore al orso. L'2pplicarione deils woranss i csaree dovrebbe
£ssete S3Eguits ogu porno alls stessa ora ¢ be quanuch di sostanzz applicars dovrebbe exsere aggivmues a iatesvalli
iserumanali o biscrumanali) per ovantenere ua livello costance di dose 1 termurs di peso corpores deflanumale.
Eccenion fama per il rractamento con fa sostanza 1 exame, ghi animali sel gruppo di controlle dovrebbero extere
trartan 1n modo wienboo ot soggers da grupps Tattan. Quando per faciiitare d dotagpo 2 usa un vexcolo, il gruppa
di conollo del veicolo dovrebbe esaere 30TOPOR0 2 dOSALPO COME | FUPP TN, ¢ NCevare [a wesan quaocnth
che nceve o gruppo a livelie di dose pis clevata. 1 livello di dose pid elevaro dovrebbe provocare effern tosnc ma
produrre pochs o nessan decesso, B livello di dose pris bdsso non doviebbe procurre effert tostici. Quando eusa
una valuwapone vie di apontiont umana, U livello pria besso dovrebbe supetare questo valore.

Idealmente, 4 livello di dose untermedio dovrebbe produrre effers tosiici osservabili minimi. Se vienz nsata péd di
una dose unennedia, « livelli di dose dovrebbera essere intervallad per produrre una graduancne degh efferh
tossic1, Nes gruppi anan con livello di dese basso, intermedio e nes controili, flincidenra delle mom dovra essere
bassa ¢ tale da permettere una valuzazicoe ugnuiicatve des naultad.

Se 'spplicanone della somanie in esame produce isntazions gravi della pelle, bz concenrazions dovrebbero essare
ndorte ¢ ad pud provocare una ciduuone, o liensacsa, di aloi effevts rossscs af livello di dose dievaco, S ba peile ¢
yeatz gravemence danneggiata, put renderw pecessans linsernutione delle studio, $i procederd quindi & un nuovo
studio con concentrazone pry basse.

Saggto limite

Se uno studio preliminare con livello di dose di 1 000 mg/kg o up livelle di dose pils elevaro in relazicot 3 uny
possibile cspoumone umana, quando Guesta 22 nota, non produce cffetn toana, wltenon prove ucond son
csscre conwdoraie necesane.

Perrodo di osservazione

Gli ammali da esperunento doviebbero rsere osservin quondianaments par widividuare avearuali wegni di
ossiata. § tempo deils mome ¢ quello dell'insorgenza o della scompana da segas di tossiatd dovrebbeso esore

regsTat.

Procedimentn

Gl anmali dovrebbero essere ngzbbun indindualmente ¢ sortoposn » Traftamento con Is sosanza in euame,
1dealinente 7 porm per wenmana, per un penodo di 90 gomi.

Gh arumali appartenenty 2 dascun gruppo satellite previsio per uitenon osservazion dovrebberc aasere mantemut
ancora per 18 porm pa ibdividuare 1 antoms di guangone oppure di perustenza degli efiern wanc. 1§l empo di
esposnone doveebbe casere 6 ore/gorno.

La sostanta w esame dovrebbe essere applicata uniforremente su un’ares che ¢ spprosumanvamente i 105 della
superfice corpores tocale. Con sostinze molto rotnche, ls ‘mperfior coperta pud auere infenore, ma deve
comunque esere coperta da uno #rato pi unsforme ¢ pii soctle posabde.

Durante l'esponzione, 1 30512023 1n eaame vene (enuta 2 contatto<on ts pelle da una fasca pocosa di garza e ds un
nastra non-uriance. La superfice cutanea s an ¢ applicats ls wstanaa dovrebbe essere coperta oppornumamente
n modo da tramenere la fasaa ¢ Is sostans © esame, per entare un'evenfuale gestone da pane deghi anumali
dellx sostanzy in esame. Si P ncorrere 2 mezs per limitare | moviment dell'arumale, ma Mimmobuizzancoe

completa osov ¢ yan metodo raczomandato.

Alla fine de! penodo di espositione, ls sostanza ur exame reudua dovrebbe essere nmosss, ove posnbide, com Fuso
b acqua o con quakhe aluo metado appropnate per pule s pelle.

Tutu gli aumali dovrebbero essere quoddianamente ONOPOSD 2 osscrvatione ¢ 5 dovicbbe registrace | sege di
"wossiara, nduso J empo Jwsorgenza, intensita ¢ [a durata. Le osservanions collaterali dovrebbero includere
cambiamenn della cute ¢ del pelo, deglv occhu € delle mucose, sonche del sistema oervoso cencale ¢ aytonoma, del
ustema respuatone ¢ arcolsiono, deil'amvia omatomotona ¢ del quadro comporamentale. S dovrebbe
procedere scramanaimente alla musura del consumo alimentare ¢ alls pesarura degli aumab. L'owservatione
regolare degli anumals & necessana per assicurary che gli stewn non uano pery 2 causs di canmbalisme, autolin de
1essuts o unamnmento, Alla fine def penodo di studio ruco gh anumali sopravnssut des grupp & rartamenco 600
tarelho sono sortoposa a negoxopa. Gl aumait monboadr doviebbero essere nincsss ¢ sonOposn 2

AECIOICOMA.
I seguenn esami vengooo efferruan abiualmente per turd ghi ammali, compren 1 controlli:

a) TPesame afaimoscopico, eseguito com un oftalmoscopio o artrezzatura anafogs, doviebbe cucre cifeviuato
pnma dells sommunstrazione della sostanza spenmentale ¢ alls conclusooe dello studio, prefenbrimence s
rum g anwmali, o perlomeno su queth 2 au rengono waMumsrao d dorgpo elevato, ¢ whne Al guppo di
congolo. Se vengono mdimduan cambiament oegli oochy, tuen gli anumab dovrebbero ssecre essmunan;
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b) 10s fine del penode di sagno, 8 dovrebbero efferruare be seguent analin: ematolops, wcluso ematoonto,
concenranone & emoglobina degli entroan, contegpo tovale ¢ diffrennale de Jeucoati, misuranone del
potennak & cosgulanone, qualke J tonpo di coagulanone, ¥ tempo & prorombans, il wmpo &
vomboplssans o U contegpio delle pusnne;

¢} Is doazunanone defls brochurucs dinsca sul 1angue dovrebbe exsere efferrusta alls fine del penodo & saggpo.
Le aree di stucho, nuesute OpPOMUNE per (urb gi studs sono: equlibno degli elerrolio, metabolismo der
carbordran, funzione epancs ¢ renale. Lr selesione di prove speafiche sari determunsia dalle osservanon: sul
modo di anvone defla sonanaa. 5i suggeruce di dexermunare: caloo, fosforo, clonure. sodio, pousssio, glucono &
dipuno (con penada o digiuno appropnato tlls speac|, glutamnunco-puuvica transaminan sencs (1),
glutammco-orsalacrnco ansdfunan senca (1), ormibns decarbosslan, gamma glutammul transpepudase,
a10t0 urneo, Albumina, creannina emanca, bilinubina tocsie ¢ protene totah del wero. Alre deterTunaziont
che poisono rendersr necessane per una valuranione resucologica sdeguata, incudono: anahs dei lipdi,
ormom, equiibne aadorbase, meaemogiobwia, aravid dells colinesteran. Determunanons brochimsche
supplementan possono essere Usate, s¢ fecessine, per estendere la neerca di effert osservan;

d) Tanahn delle grine non e richiesta routinanamente, ma s0'o quando v ua una indicarione basata sulla osnoth
previsia o osservata. Sey dan stonn d base sono wsufficenn, pnma di yuziare ) dosagpo s dovebbe prendere
o conuderaniont s determinatione de paramemi emstolopa ¢ di biochimucs dimica.

Nt::auopu MacroICOpiIll

Tuni gli animali dovrebbero essere sonoposs 2 necroscopia macroscopica completa, che inclugde Pessme dells
superfioe esterna del corpo, di ruro gli onfir ¢ delle cavitd gamea, toraaca e addomnal ¢ dei love contenun. Il
fegato, s vem, i ghuzndole surrenali ¢y cesncoli devono essere pesat urudi, sppena possibile dopo 1s dissezione, per
evitare Nesycczmomio, | seguena argem e tessun dovrebbero essere conservad in mezzo sdatto per possibili esama
istopatolopa furun: tutie le letiom macroscopiche; cervello «= comprese setiom di mudollo/ponte, coneccia
cerebellary ¢ cottecnas cerebrale, prtunana, trmde/ paratroude, qualuau tessuto amuco, (oraches), polmom,
cuore, 20na, ghiandole salivan, fegato, milza, rew, ghizndole surrenali, pancreas, gonadi, utero, orgam genrtali
accesson, asafellea {s¢ existe), esofago, Romaco, duodeno, dipuno,.ileo, miesane aeco, coloa, reno, vesaca
unnana, linfonodi rappresentanw, {ghiandole mammane femounidi}, (muscolarura dells cosan), nervo penfersco
{occhl, {sterne con midollo osseo), {femore — compresa superfiae arncolare), (midollo spinale a oe livelli —
cetncake, emitoraace ¢ lombare) € (ghuandole lacnmali esorbutali}. (1 tessun atan ra parenten devono essere
samunIt 1010 W prewniane sntony i rosuon o se v mano indicanonmy che sono Porganc-bersaglio
cownvoito).

Esame 1stopatologico

3} L'esame istoparologco complero dovrebbe essere effetruats willa cute normale ¢ sulls cure gamaca, ¢ gl
organ ¢ tessun degli smmah nel gruppo anato con dosagpo elevato ¢ nel gruppo di controlie;

b) rutee Je besionr macrascopiche dovrebbero elsere esamunare;
¢) gb orgasu-beraglio dovrebbero essere esaminan anche ner grupp: raman con alore dom;

d} quando m usano 1 rsm, u dovrebbe eseguire 'esame istopatoiogico da polmon: degh ammali dei gruppr rartan
cou dosagg basn ¢ wrermed: per ndividuazione di infezions poiche ad formusce una valutaione appropnara
delio stato di salute degh anunali. Ukenon esami isioparolopa di rounne possona non essere nchiest per gh
ammali di quesc gruppr, ma devono sempre aasere effermuan sugh organy che presentano lesom nel pruppo
rattawg con dou elevate;

¢} quande v fa uso d: un gruppo satellue, u dovigbbe cueguire Pesame miopatalopco der tessut ¢ degh organi che
presenzanc icsion v Al gruppr ganao,

!4

DATI

f dat dovrebbero essere nassunn sons farma d tibeile, indicando per ogru gruppo spenmentale J aumero d
ammah all'imzo del sagmo, d numero & ammab che presentano lesiony, d apo di kesiom ¢ la percentuale degh
anmah che presentanc aascun bpo di lesone. | ruultan dovrebbero essere valutan con un merado statistoo
apprapnate. Qualean metodo stansoco nconosuto puv essere ytlaraio.
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3. RELAZIONE

31 Relazione sul uggio
Nella relanone wl sagpo devono figurare, se pornbule:
— spece, crppo, onpine, condiziom ambientali, diets,
— condizione spetumentali,
— livello di dose (vercolo compreso, s ualizzato) ¢ concentrazion,
— Jan sulls nsposta tostics per s£L0 £ per dose,

— livello 1enaa efferto, quando possibile,

~ tempo della morte (durante 'espenmenco) oppure speaficare s gli ammali sono sopravnswun fino alls
conclunone dells provs,

— descnnione degli effetn tosia o i alm effern,

— tempo di osservazione di ogni segne anormale ¢ succesuvo decorso,

— dans di alimenvazione ¢ sul peso corporeo,

— nudtan ofaimologici,

— analist emarologiche usste ¢ risultan compien,

analisi di biochimica clinica usan ¢ nsultan complen (compres: s nsultan dell'analisi deife unne), -*
~ risuitan delia necroscopa,

— descrinone parncolareggiata di um di nseltan iwoparoiopo,

~ claboranione starisnca der nsuitan, quando posuibnle,

— disanssione des nsultan,

— interpretanone dei nsultan.

3.2, " Valutazioe od inierprecazions

Vedi mnoodunione generale, pane B.

4, RIFERIMENTI

Veds introdunione generale, parte B,
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SAGGIO DI TOSSICITA SUBCRONICA INALATORIA

SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE INALATORIA RIPETUTA 01 DOSI PER 90 GICRNI USANDO SPECIE D)
RODITORY

1. METODO

1.1, {ntrodunsone
Vedi introduriooe generale, parte B,

1.2 Defunizions

Vedi ntrodunone generale, parte B,
1.3 Sonanie di niferimento

Nessuna.
e, Principi dd metodo di sagio

Divers: gruppr di animali da aspenmenta sono espowmn quondiznamente per un penodo defino alls soszanza in
esame n concemraziom graduate, unhzzando uns concenaniont pey gruppe, per un penodo di 90 porm.
Quando u ulirzs an vewcolo per conmbuire a generare una concentrazione appropriata dells sostanzs i esame
neil*stmosiera, w dovrebbe utihzeane un gruppo di conarollo per Ul vercolo. Duranie il penodo di somminisorazone,
gli anumali vengono pornalimente sottopost ad osservargone per indimduare segru & rosucith. Gli anumali che
mucsend duranse J saggro $OND SOTTOPOSD 2 necroscopes; alls conclusione del sagpo anche gli ammali supersnn
VENEONo JOMOPOSD 3 NECTTICUPMA.

L5, Criteri qualiugv
Nessuno.

1.6. Descrizione de) metodo di saggpo
Preparanom

Gli ammah sono tenun relie condiziom di alloggamento ¢ di alunentazione spenmencali per alinene amque port
prima dellinwo della provs. Fnma del sagpo, arumal povans ¢ sam sono muschian con metodo casuale of
assegnan & grupp di traamento e di conwrollo.

S¢ necopsano, un veicolo adato pud cusere agpunto alls sostanza w0 esame per contribuvre & generare una
concentraniont appropnata della sostanza netl'aomosfers. 5¢ un vescolo o altn addiovi vengono unlizzan per
fachtase J dosagpo, ess dovrebbero essere noa per non produrre cffern 1oima. Se dél caso, 1 dat stona possono

€337 1530,

Condipom spervmmiall
Animali sperimentali

A meno che v a2n0 conondication, 1a speae prefenta ¢ d ranta. S dovrebbero vsare ammali tan; povan &
ceppi comunemente usan in laboratono. All'inizio dello stodis 13 gamns di varazione del peso degli ammali usan
non dovichbe essere supenore al ¢+ 20% del peso medio, Quande venga inoapreso uno studio subcronico per
- nafarons come prelurunare 3d uno srudie ¢ lungo termune, 1 towr ambs gh studs @ dovrebbe usare la stessa speoee

3IC50 CEPPO.

Numezro ¢ sesso

Per asscuna concentraznione di espouzione 9 dovrebbero uulizyare almeno 20 samah (10 femmune € 10 maschu),
Le femmine dovrebbero essere nullipase e non gravide. Se u prevede ds sacnficare ad wteqvall sfcuns anunali i
numero dovrebbe estere summentato def numero di anumab che u prevede di saenficare prima del compleramento
delio srudic. Inolore, un gruppo sarellive di 20 anumaki {10 animah per 1330} pud csscre wattato con o hivello &i dose
clevaro per 90 porm ¢ sortoposto ad osservanione per Findividuaznione della ceverubiliti, dells perusnienas o
dell'insorgenza ntardata & eflerny toasay per 28 pormu dopo d wanamenro.
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Concenrtazione di esposizione

Sono nchcoe almena e coacentranom, coa un conoollo o un controlio del weicolo (che corrisponde alls
coacentranone del vescolo al livello puis-cievato) s¢ g unlizzs ua veicolo. Ecotzson fatts per J orartamento con ls
sostanza w esame, gh amumali nef gruppo di controtio dovrebbero essere warati i modo identicn aghi animali dei
gruppr. Laconcentrazione pris elevsta dovrebbe provocare efferti tossia ma nessuns o poche mom. Quando esista
uns valutanone utile dellesposnizione umans, 1a conotranone pits basss davrebbe upeyare detio valore,
{dealmente la concrntratione media dovrebbe produrre effera tosno osservabili munum. Se viene usata pid di una
concentrayone intermedia le concenmrazions dovrebbero essere inervallate per produrre uns graduanone di effersi
tosncs,

Nei grupps tranas con concentrazions bssse ed intermedie ¢ ne controlli, Finadenzs delle morsi dovrebbe essere
basss per permicriere una valutazione sgruficanya de nsultan,

Tempo di espositione

La durara dellesposizione quotidians dovrebbe essere di & ore, dopo ) sabilizzanone delle concenaraziope delle
camere di matanone. Al tempt di esposnone Possono essere usat per eugenze speafiche.

Gli esperimend sogli animali dovreblero esscre efferuan in apparerchlinura per inalazione progemzata per
sostenere una corrente dinamecs d'ana om almeno 12 cambiaments Sana lora per assicurare on temore di
ossigeno adeguaio ¢ yn'stmosfera di espouriope 3 disnbuzions uniforrme. Quando u usa ums camera djinaltnions
la progentazione dovrebbe easere tale da entare Maffollamenito degli animali e di aumentare al massimo 1a oo
espositione per inalanione alla sostanza in esame. Di masuma, per assicurare la Rabilith dellaomosfera dells
camera, u svolumes totals degli anamali di saggpo non dovrebbe superare d $% ded volume della camers di prova.
S$i pud usare U sistems di esposizione aro-nasale, defls esta soltanto o del corpo tero; 1 prumi due usteu
ndurranno al masumo lassorbimenio da sue vie,

Periodo di osservazioae

Gli ammali spenmentali doveebbero quondianamente etsere sortoposn ad ossérvazione pes indinduare i segns di
tossrata durante Minterno peniodo di rattamento ¢ di recupero. 5i dovichbe regsirare anche J tempa dells moree ¢
quelio delfinsorgenza o della scomparsa der segru di tossicath,

Procedimento

Gli ansmali vengono esposn alla sostanta in esame 3-7 poeni per setrimana, per ub periodo di 30 gioma. Gl animali
apparenenn M grupp tateilin previsn per uitenon owservazions dovrebbero tssere enun ancora per 28 giomi
senza trattamento per wndividuare Iz guangone o la persistenra degli effert omies. La cyraperanwa durante la
prova doviebbe cssere mantenuts 2 22 *C (¢ 3 *C). ldealmente, Fumsdicd relativa dnwrd essere mantenuts trad
30% od U 70 %, ma 1 ctrn can (ad csempio, sagg) di acrosols) ad potrebbe non essere posnibule. I abd ¢ Facqua
son dovrebbero risere somnunstrao durance Mesponnone.

Si dovrebbe wsare un ustemna dinamico con un wloneo sistema di controllo analineo della concentrancae. Per
uabiire le dpporTuoe concentyazions di espouzione u rxccomanda Ji effettuare uns prova. 1) Busso S'ana dovrebbe
essere regolato in modo da garannre che ke condizsom nella camera desponzione mano omogence. Il ustema
dovrebbe garanare che condinion: seabili di esposizione sano realizzate A pri) raprdamente posubile.

S dovrebbero musurare e controilare:
at la velocata deila corrente d’ana {in connbuo);

b1 1a concensranione reale della sostanza n esame nuaurara nella zona di respirazione. Durante d penodo di
csposimone quotidiana, la concentranione non dovrebbe subire vanazions pi del 3 15% det valore medo.
Turtavia, nel caso delle polven e degli aerosols questo livello di controilo patrebbe non essere realizzabale ¢ un
e vasto antervallo sarebbe quind: accettabie. Durance unto d penodo dello studio la concentranooe
gomaliera dovrebbe essere tenuia costante na limia del posubie. Durance Ia messa 2 punto del ustema di
generanione w dovrebbe eseguire Tanalim delle dimensions ¢ delle pamncetle per mabalire lp swabulich delle
concentranom & aerosol. Durante Yesponzione, le analiss dovrebbero essere effetcuate con [ oeressans
frequenza per determunare Paruformutd di distnbunone delle dimensora delle parncelle;

¢} températura ed umdicd;

d} durante ¢ dopo Pesposnione le asservariom sono efferruate e registrace ustemancamente; per opns ammale o
dovechbero tencre registn indinduahi. Turn ght ammali doviebbero essere caservan quondiasamente ¢ o
Jovrebbeto repstrare « segm di rossard, incluso o tempo di insorgenzs, Jd prado ¢ ba durata. Le oaservaniom
collaterali doveebbero inchudere 1+ cambiamenn della cure ¢ del pelo, degh occh ¢ delle mucose nonche del
ustema nervoso cenirale ed autonomo, di quello respuatono ¢ arcolatono, deff’ataviti somatomorona ¢ del
quadro comportamentale. Si dovrebbe procedere smmanalmente alla musura det consume alimentare ~d alla
pesatura degli ammals. L osservazsone regolare degh ammali & necessana per asscurare che gli uosm nos sano
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pern per fo sudio s causa di cansbalisme, sutoliu da ressun o unarrunento. Alls fine del periodo di sudio
tara i aramak prrYISR SOM0 WORCPOR & pecroscopis. Gl snimah monboods dovrebbero eisere nmose ¢
“S0LIOpasT: § Decroumte, quando notsa.

1 seguens csami vengono effertuats abiruaimente per tum gli ammali, compres 1 conerolli:

2} T=ame oftalmoscopwcs, eseguito con un ofalmotcopio o wWones attreztarura analogs, dovrebbe essere
efferruato pnma dellesposinione alia sostanza in ssame ¢ alla conclunione dello studio, pretenbdmente su rot
gl anumali o perlomeno su queih oy vene somminisrare U dosagpo clevito ¢ al gruppo & couaolla. Se
vengeno individuat cambianann agli occhy rure gl animaly dovrebbero essere esaminan,

b) alls fine del penodo & sagmo, w doviebbero effertuare le seguenn analim: ematolopa, inddusoe ematoento,
concentranone & emoglobina, contegho degh enrocm, conteggo ronale ¢ diffezennale dey leucoan, mura
de! potensiale di cosgulaniont, quake It tempe & coagulanone, | tempo &y procombina, o tempo di
zomboplasuna o concegpo delle plasmne;

€) la determinanione della rochimica clinaca sul sangue dovrebbe essere effetruata alia fine del penodo di 1aggro.
Le aree di saggio che tono conuderate opportune per win gl studr sono: equdibrio degh elermoli,
metabolismo der carbovdian, funzione epatcs ¢ renale, La seictione delle prove speafiche sard determunacs
dalle csservazion: sul modo di azione della sostanza. 5i suggensce di determunare: calao, fosforo, doruro,
sodio, potassio, gluconio 3 digiuno (con penodo di digiuno sppropnate alls spece), glutammunico-pruvico
transafunad serwa {1), glutaramino-cuiktiscrncs transaminau serica (3), ormuna decarbomidan, gamma
glurammd oranspepndase, azoco urexco, albumuna, creanama nel sangue, bilinabina tocale ¢ misurazione delle
proweane socali ded sisro_Altre devermunazion: che possono senders: necessane per una valutapane wascologes
adeguata, intludono analisi do lipdi. ormon. equilibno sado/base, metzemoglobing, amwnts della
colnesteras. Determunanone biochimuche supplementan possono essere usate, s¢ aecessano, per estendere la
nceres tugh effemn osserveti;

d} Panaliu delle unne noo ¢ nchuesta rounnanamente, ma solo quando v siano indicaziom basate sulls rosucite
previsis o osservata.

Sc¢ i dan wona di base sono msufficeno, pnma di tninare | dosagpe © dovrebbe prepdere in considerazione la
determmazsone des parametn emarclopa ¢ di brochunuca climca.

Necroscopia macroscopica

Tum gli 2mmah dovrebbero essere sormoposn 3 necroscopua macroscopica completa, che include 'esame della
supetficie esterns del corpo, d rurn gh onifina ¢ delle cavina cramica, toracics ¢ addomunale e dei loro contenun. I
fegsto. 1 rem, le ghrandole survenali ¢ 1 tesncoli dovrumoesmc pesaa urrudi, appena possibile dopo la dusezione,

pet evitare Yessiccamento. | seuent organs ¢ teisun dovrebbero essere conservan i mezzo adatto per possibali
esamy mopatolopo futan: wite e lesom generali, polmom = che dovrebbero essere nmosu nuara, pesan ¢
trattat con un fistatvo adateo per gazanre che b2 srutrura polmonace arnanga mramna (1a perfusione con fissaovo
¢ considerata un procedimento efficace}, tessun nnofannge, cervello — comprese sexom di audollo/ponte,
cortecas cerebellare ¢ conecaa cerebrale, pinntana, aroxe/ paransords, qualtiss tessutd nmuco, waches ¢
pulmon:, cuore, aorts, ghiandele salivan, malza, fegawo, rem, ghuandole surrenali, pancreas, gomads, wrero,
{orgam geweali sccesson), (pelle), asofellea (se presente), esofago, stomaco; duodeno, dipuno, ileo, intesing
aeco, eolon, retto, vesocs ennans, linfonod rappresentanw, (ghiandole mammane femmunds), imuscolarura
della cosnal, nervo penfenco (oochi), sterme con midollo osseo, (femare — compresa superfiar arncalarel),
‘mudelio spinate 2 e Uvell — cervicale, emutaraaco ¢ lombarel, e (ghiandole lacrunals esorbirali), (I rexsun atan
03 parentess devono ascre stamunan solo se presentano sgm di tosiats o 3¢ v wano indcazions che sono
lorganc-bersaghio comvolio).

Esame 1stopatologico

a} L'esatne istopatologico complero dovrebbe essere efferruato suile vie respiratone ¢ su alon organt ¢ tessun
s gh amal nel gruppo tranato con dosaggo elevate ¢ nel gruppo di controlio:

b} rne ke lesions macoscopiche dovrebbero’ essere esaminate;
¢) gh argaru-berszgho i grupp: wamao con alue dow dovrebbero essere esamunan;

4} 1 polmons degh amimah ner gruppr @anao con dosago basso ed intermedio dovrebbera csiere sortoposo ad
rume stopaoiopen per Mindividuazione di nfenom, poihe ao fomrsce unz valurazione appropnata dello
stato dv salure degh amumalr. Ultenon esam) istopatolopia di rounne postono non essere nchiesn per gh
anunah & Quest grupp, ma devono sempre essere effettuan sugh organ che presentanc lesiom nel gruppo
mantaie con dose chevary;

e} quindo ufa uso di gruppo srtellicz, o dovrebbe cseguire 'csame istoparologpco degh stess tessun ¢ Jegh orgam
che presentano effem mn altn grupp trattan.

S —
" Qrs nma come alimin; zmnoaansierau sengs
3 Ors noes oM 3:pariato amanodr amberan wnca
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DAT1

i dan dovrebbero ruseie nisssunt sono (onns di tabelle, indicando per ogi gruppe di saggo d numero di anooali
afl'ini0 del saggro, J numero degli anumali che presencanc besoas, L opr di lessone s percentusie degli aauenali che
preventa asscun 5po di kesiom. [ nsaltan dovrebbiro essere vakutan con un metodo statsocn oneo. Qualnasi
meitdo Sansco nconosauto pud essere valizzato.

RELAZIONE

Relazione sl saggio

Nella relzzione sul sagpo devono figurare, se possibile:

— specw, cxppo, onge, condinons ambientali, diets;

— condinom spenraentali:
descninane dell spparecciuatura di esposuziose wclusi progertazions, tipo, dimensiond, generatare dell'anis,
nsicims di geoeratione delle parucelle ¢ degli atrosols, merodo di condizionamento dell’ana, tratamemo
dell ana di scaro ¢ metodo di dllogpramento degli ammali in una camera di sagpo, quando quesna sia usaca.
L atrezzarura per la misura della temperarura, delPumidita e, seddgleaso, dells nabilita defle concenaraziom di
aerosol o delle dinensionu defle parncelle dovrebbe essere descrina;

dan di asposizione: i dan dovrebbero essere tabulad presencati con valon medi ¢ una musura della vanabiliu
‘pet esempio deviatione standard) ¢ dovrebbero mncludere:

2} veloartd del flurso delf'ans arzaveno 'atrrezzarura pes linalanone,

b) temperatuta ¢d umuditd dell"ana,

¢} coogenmazions nominali {quanped totale dells somanza n esame immensa aell'apparecchiatura per

Tinalazione, diviss pet J volume dell’ana),

d} aaturs del vercolo, se vsato,

¢! concentranone reali neila zona i respirazione,

£ dimensiom delle parocelle mediane (se del cawo):

— dat sulls nsposta 1ossca per 1€330 ¢ por concenuanone;
— livello senza effenno, quando possibile;

— tempa dells more (durante l'espenmento) oppure speaficare « gh animali wao sopravvissua fino alle
conclusone della provs:

- descnzione degli effern toana o di alon effern;
— tempa di oiservazione di ogru segno anomalo ¢ succesuvo decorso;

—

—

— dan di alimentazione sl peso corporeo;

— nauitan ofmalmolopa;

—~— prove ematolopche usate e nsultan complen;

—~— prove di biachimica chinica usate ¢ nsultan icompren 1 nsultan dell'analin delke unnel;
— nsultan deila necroscopra,

— Jescnnose pancolareggata di aurn v nsudrau stopatologia;

~ elaboranione stansnca der nsultan, quando posabeic.

— discusnione de1 nsuitan;

— wterpretatione der rsultan.

Valutazione «d wierpretapone

Ved inrodunone generals, pasie B,

MFERIMENTI

Ved: introduznione generale, pane B,
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SAGGIO DI TERATOGENES!: RODITOR] E NON-RODITDRI

1. METODO
1.1, Introdutoas

Vedr mnaduzdne generale, pare 8.
1.2 Definizsoni

Vedi inooduzione generale, parre 8.

1.3, Sostanze di rifarimento
Nessuns,
14. Principi del orcrodo di sagpio

Ls wnanzs spenmentale viene sommumsrats i don o concentranion graduate, per amene quells parte dells
grandanza che copre il periodo dell organogenen, a divers: grupps &i ammali spenmentali gravidh, una dose per
gruppo. Poco pruna della data previses del parto anunali vieoe ucaso, Futero tofto ed il contenuts esymnaro.
Questo metodo spenmentale copre la embriotossiand ¢ la fetossoti.

1.5. Criten qualitativi
Nessuno.

1.6. Descrizicne de) metado di saggio
Preperapom

Le povam femmine varpru adultz i buona salute, &i eth ¢ dimenuom comperabudi, vengono acclimatate
condiony d laboratone per almenc 5 porm pnma delle mudio; vengono pov accoppiate con maschi di
comprovaza bernlith. Le femmune inseminate vengono randomnizate o auegnare & grupp di tattamento,
L acooppameato pud svvenure natutalinente o wramute inseomnapooe aroficak. L sostanta da sag@are new
soMumuustrats ofu poroo alle femmine, mmediataments dopo Fimpuanto ¢ durante Finvero penodo dell'orga-
aogencn. Un gormo pruna del 1ermmne, 1 fets vengono asportav con wmerectowua od cuamunsn per determunare
evennuali anomalie nscerali o scheletnche, includent ossificanone ntardsta, exardo dells cretata ed emorripe

intesnnali,

Condigom spenmentalc
Animali ds ladorstor:io

La spea generalmente utate sone il rarto, d topo, d anceto od i comglio. Le speae prefente sono d rano od o
comglio. Sark oppoITuNG uvsare ceppn generalmente unlizzst w laboratono. 11 ceppo non dovra essere 3 bassa
"fecondits e dovra essere carattenzzato per la sus nsposta a tevatogess. Gl ammah dovranno essere ingsbbun

indimdualmente.

Numero ¢ 123530

Per ogru iiveilo di dose u nchiedono almeno 20 femmine di rame, di topo o di craceto gravide., oppure 12 comughe.
L' obierava ¢ di asicurare un numero suffinente di pam per permentere una valutanione del pocentiale teratogene
della sostanza.

Liveli di dose

S nchiedono almeno 3 gruppe di dotago ¢ un gruppo 4 controllo. Quando 1a scstanza da sagmare ¢
SOmMMUUStr 3ta W un vercodo, 31 nchiede anche un gruppo di controllo del vacolo. 5¢ 4 unhizrs un vescolo, le pie
propred tosscologadhe dovranna cisere note; €330 non dovi) essere tetatogeno né avers effern willa nprodurione.
Ad eccerione del Gantamento con 12 sostanza da sagpave, gli auriab nel gruppo & contralic dovranno cssere
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rattan in modo séennco agh aumali del gropeo ranatg. A meno che non ne linutato dalla narurs fisieg/ chimscs 0
dalle propricta nolopche dzlis romanza, i ivello pri.-dlevato di dowe dovrd idealmenie ndurre una certa wesicitd
materna evidente, quale yna leggers perdits del peso, ma noo pui del 10% di mora. B livello bases di dose non
dovrd indurre effere ouservabili arnbuwibili afle sostanzs das saggiare. La dose mtermedia doved evterg intervellots
geomerncamente a1 livelli di dose clevan ¢ quelh basm.

Prova limite

Nel caso di somanza a bassa wmmotd, se un livello di dose di almeno | 000 mg/ky oon produce sntoou &
embriotosiatd & di teratogemiaty, prove con alm livelli di dose possono essere connderate wperfiue.

Tempo di espostzione

U gormo ¢ nella prova ¢ i pofmo i cur sono asservat (sc possbile) il tappo vaginale ¢/ 0 Jo sperma. 1 periodo in cui
1 sommuustrs s dose doveebbe nguardare il penodo pnnapale dell'organogenen. Fer il ranro ed il topo, quemo
pud essere compresa frad 6% ¢ i) 15° gome; a1l 6% ¢ il 14 per il ricero, ¢ per  comglio ma J % ¢ il 18°. 521l
pomb O & quelle ia au u ¢ osservaro I'accoppusmento o linsequnazioas sruficiale. ai temps di cu sopeo i dovrd

aggiungere ! pomo. Alternatvamente, i pesuosio del dosaggio pud essere esteso approssimanvamente di 3 giomo -

prma dells data prevista per i parto.

Periado di osservazione

Un accurato esame clinico dovra cisere fano almeno vnz valta al giomo. Crservazions supplementazi doveanno
avvenire quondiznamente, <on azons zfpropnate prese per- cunumurrort la perdita & animoli duroswe

Fespenimento.

Procedimerito
La sgstanza da sogmare & somumustrats oralmesty, con sonda.
L3 sostanza da saggiare dovrd essere sommunisorars approsumnvaments ogai gormo alla sess2 ora,

Agli anumaii Iz laborstono di s#330 fenmunile viene semummnrats ogm poroc la sonanzs da szgpare, duranes il
penodo prescnmo. La dose pud essere basara sui peso delle femmnnne all'inuio dells somminmrazione della
sostante, o, aliernanvamente, in vista del rapido sumento di peso che ha fuogo durante la gravidanaa, li animali
POSIORO esscre pesau penodicamente, od il dosaggo basato sulls determinazione piv recente del peso, 1 sinvori &
rossicni dovranno essere repsiati if momento dell'osservazione, insieme con lé date di inine, i grodo ¢ la durata.

Le femmune che munacoano I'aborto o i} panto prémaniro dovranno essere acnficat? ¢ soMopoa® od caame
macroKopio sccurato. B prnodo di otservanowe post-aratamento dovri conanuare ino 8 Gifcs un gomo pruna
de) rermune; Fobwruvo ¢ di coprre la magpor parie dd penodo di grandanzs, ma di evitare eventuali
complicanions di nterprevanone de nsultan che potrebbero sorgere n seguizo alle nasare narurali. Le ozcervasion:
parillele includeranng, ma con u limiteranng a: modifications deils cute « del pdo, depli acchi ¢ delle mucose,
nonché del userma aervoso centraie o autonomo, di quello respuarona e circolatono, deil’ smiviuk somatomotons
¢ del modelio comportamestale. Si doviebbe procedere semmanaimentce alla munra del consumo alimentare e alls

pesatura degli anumnali.

Negroscopia macroscopica

Alla morte, durante, ¢ alls Riw dello srudio. Fammale dovrd essere sonoposto ad esame macroscopwo par
rdenaficare rune ke anomalie mrunurak o le modsfication: patologche che hanno poruto influenzare is pavidanza.
Immedistamente dopo la morte, 'uiero dovra essere toho ed i contenyto esaminato per eventuile coastatanone di

‘mone delf'embnone o def &to ¢ def sumero di fen vw. In genere, ¢ posuinle samare 12 data di morte oell’urero,

quando questa u ¢ venficata. Ne ram ¢ an comgli ¢ posubie detenmmnare J numero do corp lores.

Si denerminera i scso dei fen, u cseguura [a relanva pesatura individuale con repsaranone ¢ denvazione del peso
fetaie medio. Dopo la nmozione ognu fero dovra essere esaminato esiermamente. Pex i rart, 1 tops ¢ 1 cncen, I3 merd
di ogm fghata dovr s, casere preparata por Posservazione & anomalic schelemnche, ¢ 12 pane nmanente di og
fighata verta preparata per losservanione di anomaise o untomu di eventuale disfaamento ossulare ysando metods
spproprac. Per 1 conglh, ogn fe10 verTa esaminato con accurata dissenone per U nscontro di anomalie nscetali ¢

di anomalie sheletnche.

DAT

t dau devono cuere nassunn soto forma di cabelle, wdicando per ogm gruppo sperunentale J sumero di anumali
all'inune Jellz prova, d pumero & quell divenun grawdi, o almero ¢ le peteanneadt des fet vin ¢ day fon che
presentano anomabe scheletnche o disfacimento nssulare nonche 1a loro relancne con fighate speafiche. Frisultan
devono osere valutao con un metodo stansace dooeo. Qualsiz Metodo RINIGCO NCONOICULD Pud exsere

unlizzato.
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3. RELAZIONE

11 Relanooe sul uggpo
Nells relanone sl sagpo devono figurare, se posubue:
— spece, arppo, ongane, condizions ambientals, dueta, ecc.,
— conduony spenmentals,
— lyvells di dose (vercolo compresa, s¢ unlizzato) ¢ concenrazionl,
— dab sulls nsposta tossacx per dose,

- livello senzs efleno (quando posssbue),

— reguoanone della data della morte durante lo studio oppure sprahcare se g animali sono sopravnisun fino
alla toncdunone dells prova,

— descntione degli effern tosna o di alon effem,

— repitrazione dells data di osservaznione di o sintomo anomalo ¢ sucarssive decono,
w dag sulla alimentazione ¢ sul peso corporeo,

- furato delly grevidanzy ¢ dan sube figliate (indun dan wona),

— dan fetali (v’ mom, 350, anomalie der tessun molli ¢ anomabe schelemiche),

— dab sulla figliata (vivi/morti, sesso, anomalie des tessuti molli € anomalie schelemiche),
— elaboranone stanstcs d& nisuitan quanao posnibile,

— discussione dei nsultan,

— wterpretanone dei risoltan,

3. Valutaziont ed interpretaziooe

Ved) introdutione generale, parte B.

4, RIFERIMENTY

Vedi indodunone generale, parte B.

—_ 7 —
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1.3

1.4,

1.5

SAGGIO DI TOSSICITA CRONICA

METODOQ

'nrodunone

Vedh airaguione generdie, parte 3.

Defunmom

Vedi introduzione generale, pare B.

‘Sostacze di nienmenio

Nessuna,

Prinaipro ded merodo di saggpo

La sostanza wh esame ¢ 30MmumsiTata nommaimente 7 pormi pef sethimana, per Una na opporiuna. a divers grupp)
Jr aremaldi spenmentai, una dose per gruppo, per la maggior parte della loro durata di vita. Durante ¢ dopo
Vesposizione alla sos1anza in esame, gis 2mmali spenmentali 30no sonoposn ad osservazione quondiznamenie per

ndividuare segn ditosuora.

Criten qualitanw

Nessuno.

Descnuarone del metodo di saggo

Preparaziom

Gli amimali sono tenun nelle condiziont di allogpamento ¢ nutnzione spenmental per almenes 5 pormy pnma
dell'imaio del saggro. Prima deit'espenmento, gli arimah povans € sam vengono mescolan con metodo casuale of

155eENa0 2 grupp ds Tanamento ¢ di concrolio.

Condioom dr sagqio
Animaly da laboratonio

La specie pretenta ¢ d rame. Sulla base dov nsultan di studi precedentemente eerruan, due speae {rodiron o
aon-roditor, possono essere unlizzate, S doviebbero usare 1 ceppr di laboratono generaimente unizzao d povam
aruman san od J Josaggo doveebbe inuiare non 2ppena posubile dopo o svezzamento.

Allinizio detlo studio, ia vanazione di peso negh arumali usat non dovrebbe superare d = 10 % del valore medso.
Quando venga nmapreso uno srudio di tossicana subcaronica orale come prehiminare 3d uno srudio a lusgo termune,
51 Jovrebbe usare 12 stessa spene ¢ 10 stesso ceppo i enteambi gh studs.

Numero ¢ 1esso

Per c1ascun liveilo d Jose 2 doveehbero uniuzare, per vraditon, almeno 46 animai ;20 maschi ¢ 20 femmune ! e un
gruppo di conwrollo paratlelo Le emmune Jovrcbbero cisere nuilipace ¢ non aravide e u prevede di vacniware
aleuns amymal. 4 loro numers Jovra essere aument o del numero di amumah Lhe U prevede G saenficare pma del

sompletamento dello viudio,

Pee 1+ non roditon un numero ndenore di ammale, altmeno 4 per 330 ¢ per TUPPo. ¢ acceniabile.

Livelly do dose ¢ Irequenca dell’esposizione

$i dovrebbero unhzzare almeno tre livell di dose olire af gruppo Ji conrollo [t ivelio Ju duse piv cievate dovrebbe
Provncare untoms preay d 1oLt wonza causare eccessiva mortabia. ) livello di dose o basso non Yovicbbe

produrte aicugz evidenta Jdr toruard.
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La dose ile dow) iniermedisie) dovrebbeiro) exsere fissatate) iy un intervallo wmiermedio 3 ke dow elevate ¢ quelle
baise,

Nella sceits der livelli di dose 5 doveebbe tener conto der dao ottznut da precedenn sagp e srudi di tosnap.

Normaimente. |a frequenza dellespotizione ¢ quondiana. Se la somanzs chumica viene sommunisrata 1 acquil
potabde o mewcolata oella dicta, c152 dovrebbe essere connnusmente dispomibile.

Controlha

$1 dovrebbe usare un gruppo di conerolio parallelo identico softo turt 1 puno di VIsta 1 GrUPPE €SPOST, £CCLLION
rana per Fesposinione alla sostansa w esame,

in arcostanze speaifiche, come 1 stud: di enalazione che nchiedona uso di aerosol o di un emuluonante ad amvits
Soiopics son cararenizata t Wuds orali, 1 dovrebbe usare anche un gruppo di contrallo negaavo paralielo. in
gruppo d contrello negativo neeve 1o tesso cractamento degl alty gruppr & ammah spervmentali, ecoetruato o
tarto che gh animab non N0 ssposn alls sostanza sperumentale ne ad akcve vercoio.

Vie di sommunisrrazione

Le due vie pnnapali di sommusrazione sono quella oraie ¢ quella inalatons. La scelta dells ws di
sommnsirazone dipende dalle caranensuche fisiche e chumuche deils sostanza i esame ¢ della v probabile di

esposinone dell'vomo.

L'uso della viz cutanea presesta conmderevoli problemu pradnci. La rosnatd sistemancs cronica desivasice
dail'assorinmento percutaned pud essere arguita normalmente day nsultat dell’alira prova orale e dalla conoscenza
aell'enotd dellassorbvmento percutaneo denvats dalle prove di tosuatd percutanes.

Studs orali

Ove la sumanza 1n csame sia assorbits dal watto gastro-inteshnale, e se la via orale ¢ vna v di esposizione degli
ctsen uman, [a via orale di sommunistrazione ¢ quella prefenta, 3 meno dhe noa vi 1ano congowndicanioni. Gli
amumal possono neevere la sostanza in esame oeila loro dicta, sciolta in acqua potabile, o in capsula. ldealmente,
dovrebbe essere usato un dosagpo pomaliero, sette pormu per setnmana, perchd un dosagpo & <anque
g10Mm’ semmana porrebbe provocare un recupero o una tossicrh da pnivazione nel penodo di mancato dosagmo,
nfluenzando <o il nsultato ¢ la valutanone successiva. Tuttana, sulls base prncipaimenie di connderanor
pranche, J dossgpo s una base di anque porm sernmana & conuderato scaretabile.

Srudi di walanone

Poiche ghi srudi sull'inalazione offrono problemi teaua di magpor complesutd delle aitre vie di sommimserarione,
vengono qui formite indicazion puis parbcolasegpate su questo modo di sommunustrazionc. Dovrebbe essere notato
che  sullanone endotracheale pud cosnmure un'alternativa valids i srvanom speafiche.

Le ~ suom a lungo tennine sono di solito modellate sulla exponzione umana prevista, che prevede per gl
amunan un'esposinione quondians di § ore dope equilibranione delle concentraziom nells camera, per 3
DOM:/ $ETUNANE [ESPOMLIONE \RLETTUTIENIE), © SU uUn'sspouzione ambientale possibile, oo 22-14 ore di
esposinione/ porno, 7 poru/ semmmans (esposLione connnua ), con arcs un’ora/ porno per nutnre glhi amali allo
stessa orano ¢ per la manurennone detla camera.

In enrambi i cam, gli aramali sono di solito esposty a concenoraziom fisse delle sonanze 1n esame. Una differenza
umportante ds considerare ra lesposusone intermuniente ¢ quella connnua & che, coo la pnma, v ¢ un penodo di
17-18 ore 1a cn gli ammali possono nprenders dagh effern ds ogy esponznone quondiana, ¢ us penodo di
recopero ancora pru lungo duranwe 1 fine sernmana,

L sceita dell'esposiione termuniente o connnua dipende dagl: obrernw dello studio ¢ dall'esposiione umana che
deve essere mmulaca. Tunava, ceree difficoltd tecniche devono essere connderate. Per esempio, 1 vantagm
Jell'esponizione conainua per samulare le condizion) ambientalt possono essere controbslancian dalla necesutd di
nutnre ¢ abbeverare ;}a arumal durame Cesponuione, o di dusporre di aerosol & opo piu compheato e affidabie) ¢
di sisterru di generazsone di vapore ¢ di congollo,

Camere dr csponizicne

Gl ammah doviebbeto etsere wtropott 3 tperimentazione in-camere di inalanone progemaie per sostenere un
flusso dinamico con zlmeno 12 cambumenn d'anasora, per assicurare un tenore di ostigeno adcguato ¢
un atmosfera & esppsione uniforme, Le camere di esposizione ¢ di controllo dovrebbrro essere idennche nella
costrunonc e nella progettazione, per poter asscurare conditiom di espounione comparabihi socto furp gh aspern,
eccezion farta por lesposzione alle sostanze in esame, Nells camerz viene geperaimentc manenuts una loggera
depressione per unpedire ls fuonysata deile sostanze i exame nells 2ona arcostante. Nelle camere u dovrebbe
ndurre al mnuno Paffollamento degh 2nimali Come regola generale, al fine di assucurare la stabist dell aumosiers
dells camera, | avolumes cotale degh anmah di sagpo non dovrebbe superars o 5% del volume dells

camera.
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$i dovrebbero ceguue le qusure 0 1y controlli sottotiencan:

1} Flusso dell'ana: ia veloard del Busso d’ana anzaverso la camera dovrebbe éssere controllata prefenitndmente o
modo conunuo.

u) Concentranione: durante J periodo di esposzione quotidians, Is concentazione della sowanza in esame non
dovrebbe vanare di pris 0 memo i 15% de} valore medio.

w) Temperarara ed umdith: per + coditon [a remperanura doveebbe esscre mantenuta s 22 °Clt 2°Cl e
Fumidits allnrerno della camera al JO-70%, ectento quando I"acqua ¢ usats per mantenere in sospenuone la
sostants di prava nell'stmosfera deila camers. Prefenbdmente enctamoe doviebbero cssere controdate i

«ORanuo.

v} Misura detle dimenuon delle parncelle: la distmbunone delle dmensions delle paroceile dovrebbe cusere
determunats suile aomosfere di camere che contengano serosol liquadi o solidi. Le"parocelle contenute nege
acrosol dovrebbero ayere dimenuons rali.ds esere inalabili dall'animale da laboratono usato. I campiom di
stmosfers dovrebbero essere prelevan 3 livello defla rons di respuranone degli ancnaii. ) campione d'ana
Jovrebbe essere rappresenranvo dells distnbuzsone deile parncelle a cus gli ammali sono esposu ¢ dovrebbe
rappresentare, su uns base gravumetncs, tunto:l"acrosol sospeso anche quando gran pwre & ¢330 non ¢
respreabde. Le analisi della granderza delle parocelle dovrebbero essere eifettuate spesso duranie la messa »
punto del ustema di generazione per assicurare la wablita dell’aerosol ¢, i seguito, quando n atenga
necesaario, durante by cxposizion, per determinare i modo adeguaio Poniformita dells dismbunone delle

parnceile a an gli ammali sono stan esposa.

Duarara dello sradio

La dutata del penodo di sommumistrazione dovrebbe essere di almeno 12 mexi,

Procedimento
Qsservazions

Un accuraro esame clinico dovrebbe essere eseguito aimeno quotdiznamente, Oltre alle osservarioni suppletnen-
tan, u dovreobero adottare le misure appropnate per ndurte al massimo 12 perdita di anumali, ad esempio
necroKopia o rethgerazione degli animali orovad motn ¢ nolamento o sacnfico degli anunah deboli 0 morsbona,
Si dovrebbero eseguire sccurate osservazions per mwdinduare Finsorgere e la progresuone di turn gh effem tossia
per nducre al masumo le perdice dovute 3 malamnas, ad autola, 0 2 canwbalismo.

{ segru dima, comprese le aherazion aculan e neurclogiche sonché la mortaistd, dovrebbero essere -epsran pex
rem gl aumali. 5i dovrebbero repstare d tempo di sorgenza ¢ 13 progresucne delle conar om tossiche,
COMPres 1 IymanN SOIpem.

Uaa repsranocoe wdinduale del peso corporeo di tura gli srumali dovrebbe essere efferruats una volta per
weramana, duraote le prme 13 seramane ded pervodo di saggoe ¢f almenc usa volta ou 4 setmmane 1n seguno. La
quantts di abo wgents dovrebbe essere dexermunata seramanalmente durante le prume § 3 seromane dello srudio, ¢
po1 3 incervall di Arca e men, 2 meno che lo stato di salute o ke vanazton del peso corporeo non impongana aite
solusoms

Esame ematologico

Lesame ematolopeo (id esempro: contenuto di emoglobuna, volume delle cefluje ammassave, engoan totsh,
leucoon totah, pastnne, o altre musure di potenziale di coagulatione ) dovrebbe essere eseguito dopa I mes, 6 mes
€ quindi 4 smervalli di grea § men, od alla conclusone dello wudio, su camproms dil sangue raccoln da fum «
Bon-roditon ¢ da 10 rara per 3330 di i gruppr. Se possibnle, quesn prelien dovrebbero essere efferruan ogn -
volta sugh e ram. Inoltre, s doviebbe taccoghiere un camprone prima deilesperimento dm non-rockton.

Se fe duservazon chinuche indicano un detenoramento nella salute degh ammah durante lo sudio, 5 dovrebbe
excguire un contegpo Diferennale emanco dev sudderm ansmah,

Un concggpo diferenniale emanco viene eseguato sur camprons proveraenn dagh ammal del gruppo 3 dosagpo pia
elevato & du conaoik. | conreggp differenziall emana 1000 escguin per il gruppo seguente ‘o« Fuppr weguenal
ranato con dowggo infenore, soltanto se n sano discordanze imponzna o2 gruppo Tanao con Josagmo pu
cievato ed 1 conrolh, 0 se v sono mdicaziom denvann dau nsuhan dailesame patologeo.

Apalese delle urine

Per lanahin » dovrebbero prelevare campror di unna da rum s non-roditon ¢ da 10 eam per sesso di ruro 1 grupm,
se posnbule dagh séesn rarn ed agli sess arervalli dell’csame ematolopco. Le seguent determunanon doveebbero
cssere ehfrttuare o sus sngols animal o w una muscels d6o campions pa seso ¢ pet pruppo G roditon:

~- aspereo: volume ¢ maitd per 1 ungoli ammali;

— 14 —
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~= prownne, ghacono, chetonl, sangue occulto (semiquanocanvamente);
— mcroscopu del sedunento (semiquanniativamente?,

Chimica chnasca

Approsumanvamente a wiervah di 6 mes, ed alla conclusione del 1320, u prelevano campion di sangue per be
determunazion ¢ cumica dinica da rurn 1 non-roditon ¢ da 10 rath/ sesso di tum 1 grupp, sz posubide dagh stess
-3 & ogm unervao. lnoltre 5 dovreobe presevare un campione prima dell'espenmento dai non-roditon. Da
JUCTD CAMProT VIETR preparace o plasma e vengono csequate le seguenn anzhsi:

— concenpazione delle protewne totals;
— concentranione dell’zlbumina;

—~ sage d funzonahtd epatrca (quait armwvita fosfacam alcahina, glstameuco-prruvico trantamunam (1) e
ransmunas glutammuco-ossalacenca 14}, ghutammil wanspepudas, ominna decarbotulas);

— metsbolismo do caboidran, quali glucosio emanco a diguno;

— sagp di funzionalna renale, quali azoto ureico emanco.

NECI‘O;CO?II MaLTOCOPICa

£ necessano un esame negroscopico completo di rrt gh anamali, compren quelll moru durante espenmento o
uccrss perche monbendi. Prima del sacnficso da rutn gh animali 51 dovrebbero prelevare campion di sangue per 1
contegp differenniali emano. Tutte le knom macroscomche vinbils, 1 tumon o le lesion sotperte quak rumon
dovrebbero essere conservate. 51 dovrebbe cercare di correlare be osservanion macroscopiche con « nsultan degli

CSAM TKTTICOpIaL.

Turo gh organs ¢ 1 wssuo dovrebbero sssere conservan per 'esame istopatologico. Questo di solite nguarda 1
seguent orgar ¢ ressun: cervello {41 tridolio/ ponite, conecaia cerebellare, cortecas cerebrale!, pituitana, arcide
compresa parauroude), amo, polmons iachea compresal, cuore, aona, ghiandole sabvane, fegaco (%), midza,
reny {3}, ghiandole sutzenali {*), esofago, stomaco, duodeno, digiuno., ileo, intesnno aeco, colon, reno, utero,
vesaica unnana, kafonods, pancreas, gonads {?), organi genutali accesson. ghuandole mammane femminili, pelle,
muscolatura, nervo penferco, mudollo spinale (cervicale, toraaco, lombare), nerno con qudollo osseo ¢ femore
aracolazone compresa) ¢ occhr, Linsufflazione do poimom e della vesoca unnana con un fissaovo ¢ i modo
ortumale di conservare quest teasud; nsufllazione de polmon: egli studi & malazione ¢ cisenniale per eseguire un
esame stopatoiogico appropnato. Negh studs speaali, quali quelh di inalanione, u studieranne lintero rano
Tespuratono compreso naso, fannge ¢ lannge,

Se 1 ewguono Am exaimi diua, le formaziom onenute da quesn dovranno essere disporubili pama dell’esame
RUCTOSCOPID, perche s possono foraue ndicapom wgraficanve al patologo,

fsropatalogra

Turte e alteranions vunbuli, 0 parncolare | umon od aloe lesions che u venfcano 1n qualsian prgano, dovrebbero
essere esamunan mucroscopcamente. Inoltre 1 raccomandaso le seguena proceduce:

11 esame miaroscopico di ruto gli orgam ¢ tessun conservan, <on descpone completa di aucte le lenom
fKonate n:
1. o gl ammah che sono morn durante lo studio, ¢
2. ruto quelh d& grupp ranan con la dote clevata ¢ controlls. Quest orgam, prelevan da 10 aumais et w330
¢ per gruppo per 1 toditon ¢ da et 1 noa-raditon, pw tronde (con paransode: per turn 1 non-soditon,
dovrebbero essere pesan;

&) ghoongate o) t1essun che mostrano snomahe causate, o poshibidmente causste dalla sostanza in esame, vengono
csamnag anche negh ammab appanteneno o gruppr Tanan con lr dow puu basse;

€} s¢ 1 nsultaco dell'espenmento evidennia una ndunone sostanziale deils fongevita normale degh ammah o
indutione di effern i grado di mftuire wlla rsprata tossca, gh ammzh de! gruppo manase con hivello di dose
unmedistamente infenore dovrebbero essere esaminat come sopea desamo;

¢; nlomainons wilmadenzs & leuons noematmente nscontrate nel coppo degl ammah usaa, nelle stesse
vondinom i laboratono ossia 1 dan vona da concrolh sono indespensabeh per valutare corremamente
I'mportanza der muramena owservae negh amimab wansn.,

_'-‘-On nets oMt 2lARNA0- SINIMNOTT AHETT 11 KIS
4 Ora nota COME ARPATLIO: AMUTLNCH ARANET AL 4ETICD.
" Quesh ongans, prebevan da 10 arumah pey w0 £ peT grUppo el 1 HdHoN ¢ di UMD+ Aon-rRbIon, pra tirovde som praranrowd pov nem

non-roditon, Jdovicbbero eaere peuh,
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1 dany dovrebbero essere nassuna sorto forma di wabelle, indicando per o gruppo di sago d numero di animali
all'tnanso del sagpo, 1t sumero degh ammali che presenta lesions ¢ ls peramituale degli ammali che presents aascun
npo di lewone. | nsuitat dovrebbero cssere valutatn con un meiodo wansico ioneo. Qualinan merado statisoco

NCONOSCUIO puo essere unlizzato.

RELAZIONE

Relazione sul saggio

Nella relanione sl saggro devono figurare, se possibde:
— speae, wppo, onpne, condinom ambientali, diera:
— condiznom speruneniali:

Jescnmone dell'apparecchiatura per Pesposizione, incdus: progettavone, upo, dimensions, fonte dell’ana,
sistema per generare parncelle ¢ aerosol, mevodo di condizionamento dell’ana, cacamento dell'ana di scanco
¢ merodo di allogpamento degli-anumali in una camera di saggro, Quando questa ¢ unlizzata. L'arrexzarura per
misurare la remperatura, lumudith e, se del caso, la stabulita di concentzanione degli aerosol o (a dimensione
delle parncelle doveebbe essere descrinea;

dac di esponuone: dovrebbero essere presentan m forma tabulare con 1+ valon medi ¢ unz musura della
vanabdith (per esempro: devianone standard) ¢ dovwrebbero includere:

a) portate del’ana straverso P'atrerzanira di wnalazione,

b} temperatura ed uruditd dell’anas,

<€) concenoanom oomunali (quanuti roiale delia sostanza i esame onmessa nell"atrezzarura di walaniené
divisa per J volume dell'ans),

4) natura del veicolo, se usato,

¢} conceneraziom reali nefla zona spenmentale di respuanone,

f} dimensions delle parnceile mediann (se del casa;

—~ livelli dv dose tincluso d veicolo, se usato) e le concentrazions,
— dao redanw agli cifern oma per 330 ¢ dose;

— livello senza effera;
— tempo di evenn lerahi durame lo srudic o se gli animaii erano vivi al completamenio del sagpo;

-~ descnpone degli effetn tosua ¢ di altn effem:

- regstrazone detla data di osservanone di ogru tintomo anomalo ¢ succtssivo decorso;

— dao di alimentazione ¢ di peso corporen;

— e ohaimolopa;

— prove ematologche usate ¢ nsaltan complen;

— sagp di brochumuca cnica usao ¢ nsultan complm comprex 1 nauhtao dell'analin delle unne);

— msyltaa della necroscopia;

— descnuone paracolaregpata di e nsultan istopatelopa
— elaborazione stansnca dn nsultan, quando possibde;

w= Jdiscussone da nsultan;

- nuerpretazione dei nsaltan.

Valutauosc od wterpretanone

Vedi muradunione generale, parte 8.

RIFERIMENT]

Vedi inczodunione generale. pane 8,
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SAGGIO DI CANCEROGENES!
1. METODO
1.1.. Iarodurions
Vedi inroduzione generale, parte B.
1.2, Definirioni
Vedi inrodutione generale, parte B,
1.3, Sostanxe di rilecimento
Netsuns.
1.4. Priacipio dd mevodo di saggio

La sostanza da saggiare & somminisorats normalmente 7 giomi per scttimana, wamite via approprista, § diversi

. pruppi di animali sperimentali, una dose per gruppo, per 1a maggior parte della Joro duraca di vita. Durante ¢ dopo
Fesposizione slla sostanza, gfi animali verranno sonoposti giornalmente ad osservatione per individuare i sintomi
della vossiccd, in partcolare lo sviluppo dei tumoni.

1.5. Criteri qualitativi
Nessuno.

1.6. Descrizione de! merodo &i saggior
Preparagioni

Gl animali sone tenuti nell’allogio sperimentale ¢ nutrit per almeno § giomi prima deli'inizio dellz prova. Prima
dell'esperimento, gli animali giovani € sani vengono randomizeati ¢d assegnati & gruppi stabilid.

Animali da laboratorio

La specie preferita ¢ B rano. Sulls base dei risulati di studi precedentemente inrapresi, alue specie {roditori o
non-toditori) possono essere utilizzate. Sard opporruno usare ceppi di giovan: animali sani generalmente utlizzad
w laboratoric ¢ il dosaggio dovrd iniziare non appena possibile dopo lo svezzameato. All'inizio dello studio, ls
vananone di peso degli animali utati non dovri superare pid o meno 20 % del valore medio. Quando vengano
wraprea studi di subcronicith orale come prelishinari ad uno sredio 2 lungo cermine, si dovianno usare le stense
speae wn encrambi gli studi,

Numero ¢ sesso

Si vdlizzeranno avimali di engambi i sessi.

La somministraziooe del dosaggio ai roditoti dovrd cominiciare non appens powibile dopo lo svezzamento.
Ncl caso di roditeri ¢ utilizéeranoo almeno 100 animali {50 maschi ¢ 50 fecnminc ) per ogni livello di dose ¢ gruppo
di cootrollo parallelo. Le femmine devono essere nullipare e non gravide. S¢ si prevede di sacrificare ad intervalli

alcuni animali, iJ sumero dovrd esscre aumentsto del aumero di animali che 8 prevede di sacrificare prima del
completamento dello. siydic.

Liveili di dose ¢ frequenza dell'esposizione

5i dovranno usare almeno tre livelli di dose olore 2 un gruppo di conaolle parallelo. B livello di dose pib dlevato
doved exsere 1ale da provocare sintomi di tossicith minimi, quali una keggera diminuzione dell'aumento del peso
cotporee (meno di 10 %), senza alierare sostanzialmente 12 duracs normale di vies per efferd diversi da quelli dei
umon.

La dose piie basis ada dovrd interferire con la arascita, Jo sviluppo, e 1s loagevitd normali dell"animale né produrre
untomu di tossicith, ln gonerale, es2 non dovrd essere inferiore al 10% dells dose pid elevata,
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ia e} dosent) ncermedia(e) doves essere abdits mediamente tra b dow devam ¢ quelle bagse,

La seits der liveili di dose doerd prendere v connderanone 1 dau delle prowe ¢ degli wudi precedenn &
rosscacd.

Se U prodono chitruco ¢ SOMMuNST a0 s 3cqus potainke o mescolato oclls dicta, o dovei eneve conunuamente
disporuinle.

Controils

S usera J gruppo di coowrollo parailelo, che ¢ wlentco somo ogru aspeno & guppi e3post eccenion (a3t per
{'esposwzione ails sosranxa o exrme,

In cuconanze specfiche, quali ad esempio gli sruds di inalanose comporiant impego di sevosol o gli studi sulls
tosaitd orale che contemplano Puso di un emulsonante ad atowtd brologica atipwca, & utilizzera wn gruppo di
conoollo supplecentare aoe «sposto al vxolo.

Vie di somministrazione

Le tre vie pnnopali di somminisranone sono: orale, cutanea ¢ por malanone. La sorita dells via di
sommumsganooe dipende dalle caranenmche fimche ¢ chimche della sosanza da saggpare ¢ dalls via che
caranenzza I i degli essens umarn.

Sagpo per na orale

$¢ la sostanza ds sagpare € asorbita dal orano gastromtesunale, ¢ se la via orsle 2 una via di esponzions degli essen
uman, verrd prefenta 13 vma orale di somministrazione, 3 meno che non n tiaooe cootroindicarions. GI animali
dovranno ncevere la sontanta ds sagmare oella lorp dirta, scoira s scqua potabile, o 1 capsula.

0 doszgpo dealke dovrebbe essere un dosagpo quotidiano sullz base di serte porm /sertimana, perché il dosaggio di
anque grofmossemmana permette J recupero o ls pordita di tossaatd el penodo di mancato dosagpo,
wnfluenzando con 1 nadtan ¢ la valutanione succeuvs. Tunsvu, pnncpalmente sulla base & conuderaziom
prauche, J dotagpo di anque porm/ setimana & consaderato accertainle.

Saggio per na aytanes

L'esposizione amanes pa spenoellimento della pelle pud esaere scefa per smulare uns via precipale &
CSPOSLIIONE UMan3 ¢ come msiema modello per mdunone di leiom cutanee,

Saggio per na wnalatons

Powbé gli apounens di walszooe presentanc problenu woma di magpar wenplesutd delle aloe ve di
JOMMUST 21002, 5 FOrMIcono 1 questa sede indicazions parocolaregpate i qUeRo modo di somInLLTT ADOBE.
D2 notare molue che Minwallanoned endogacheale pud cosnnure un'alernanva valids i smuanon speafiche.

Le esposizsor » lungo vrmine 000 di solito modellawr an op di espospone umans £ socopongooo gh animali ad
uh espouzione quondians di & ore dopo Livellamento delle concentranom della camera, pey § porm/semmsna
L3POSIDODE IntaTIuTtenie] 0, per un'aponnone ambsentale posuinle, con 2224 ore di cposzione/piors 7
SoM/ sThmans (ESPORLOTE COBNDUE}, COD ASTS Un'0r2 per sutnre gli aumali m aran unub op porno ¢ pey
mantemmento delle camere, In entramin 1 can. gli ammali & solito 3000 &3posd ad una concentranone fisss &
sonanza da sagpare. Una differenza notevole da conuderare ora Mesponnone mierounente ¢ quella connnus &
costituiea dal fano che con la prima w2 un penodo di 17- 18 ore v cui gl anumali possooo nprendeérn daghi effern di
EN Cipotiigne, ¢ un penodo ancoes pw lunge di cecupero a Ane stomana.

La sceita deil esposizsone interminente o coonnus dipende dagh obweruns deflo srudio ¢ dall'ssponzsone umana da
umulare. Tunava, oxcormera connderare sicune difficolid tecnche. Pes esempwo, » vootgp dell’'csponzione
connnva per i3 amulazone delle conditions ambientalb possono cssere compensan dalla necrantd di abbeverare o
sumre gh itamad durante lesponnione, « dail cugenia di usare aerosol priz complean (e affidabadi), i generare d
vapose ¢ o usare wecniche i contodlo,

Camere di esposizione

Gl animal dovranno essere sonoposts 2 prove 1o camere ds walaznione progeruate par sosencre an Husso dinaouco
di almeno 12 cambuamens §*ana/ara, per asucurare un tenore di oiugens adeguato ¢ un’aunosfera ugualmente
Jimribusta. Le camere ca espomnione ¢ di controlle dovranno avere cortrution ¢ progevianom wentche par
assicurare condizions di cspomnooe chmparathl sotto rom gli aspetts, ecornon fants ger le esponnion alle sonane
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da wggiare. Uns leggers pressione negativa dentro la camera viene generalmente mantenyta pee impedire perdite
della soitanza sperimentale nella zons circostante. Nelle camere 3 doved ridurre al massimo Faffollamento deghi
anumali sperimentali. Come regola generale per asticurare ls mabilith dell’sunosfers della camera, il evolumes
totak degli animali sperimentali non dovrd superare il $% del volume della camera.

Si efferrueranno le seguenti misurazioni o 'controdi:
1) Comente d'ania: Is ponzta d'aria stxavenso la camera doved essere controllata preferibilmente in
connnuo,

ii) Concentrazione: durante il periodo di esposizione quoridiana, la concentraziont non dovrd variare di pidi del £
15% dal valore medio. Per la durata totale dello srudio, Je concentrazioni giomaliere dovranno essere tenute
conant nela misura ded possibile,

m) Temperatura ed umidich: per i roditori, 1s temperaturs dovrd essere mantenuta 2 22 °C [ 2 2 *C) e Fumidick
all'interno della camers al 30-70%, cccetto quando Pacqua ¢ usata per mantenere in sospensione la sostanza
spenmentale nell'stmorfera della camera, Enwambe dovranno esscre controllate preferibilmente in conti-
"o,

wv} Misurazioni delle dimensioni delle particelle: occorrerd effcruare una determinazione della diseribuzione
dimensionale delle particelle nell'2tmosfera delle camere i cui 3i usino 2erosol liquidi o solidi. Le parccelle
deghi aerosol dovranno essere di dimensioni respirabili per gli animali sperimentali usati. 1 campioni delle
atmosfere delly camera saranno prelevati aellarea di respirazione degli animali. I campione dellaria sard
- rapproserianvo della distribuzione delle particelle 2 cui gli animali sono espost e doved rappresentare, s una
base gravimerrica, minio 'aerosel sospeso anche quando gran parte dello stesso non @ respu'abJe Le analisi
ganulometriche davranno essere effetruare di frequuu duraoie Is messe 2. punto del sistema di generazione
pevy ssucwrare la stabilick deli'acrosol ¢, in seguito, durante Je esposizioni, solo quando necessario, s seconda -
dei bisogni, per determinare Foniformitd di discribuzione delle particelie a cui gli animali sono stas
espom.

Durata dello studio

La durata di un tent di cancerogenesi copre ls pane principale dells durats nommale di vita degli animali
spenmentali, hmdumde!bmdlonridopolﬂmeﬂpuuopudtm.cdopol‘mmpﬂaum.tunam.
per cern ceppe di animali con maggior longevith ¢ 12550 poco ehevato di rumori spotanei, s conclusione dovrebbe
esscre dopo 24 mesi per i wpi ed | ariceti ¢ dopo 30 mesi pet i rani. Aliernativamente, 12 conclesione di un tale
studio esteso & accentabile quando fa percentuale di supersviri nel gruppo a livello di dose pidi basso o nel gruppo di
controlo raggiunge il 25%. Allo scopo di terminare o studio in cwi 6 manifest una Jifferenza evidente nells
nsposta, determinata dal s¢e330, ciascun sesso doved essere considerato come un esperumento distinto, Quando solo
il gruppo a dose clevata muore prematuramente pes ovvie ragioni di tossicitd, questa ragione aon deve determinare
Ilwndunmden'spmmmmamochhmdeunmmdumamopmumuﬁldm gruppi.
Perché un risultaro sperimentale negativo sia accenabile, non pid del 10% di animali di qualsiasi gruppo deve
essere perso s causa di autolisi, cannibalismo o altri problemi, ¢ i tasso di sopravvivenza di urti i gruppi non deve
essere inferioce al 50% 2 18 mesi per i topi ed i ariceti ¢ 2 24 mesi per i rard,

Procedimento
Osservationi-

Le osservazioni parallele includeranno modificazioni defls aste £ del pelo, deglnocduedelkmmnondﬂdd
sistema nervoso centrale ¢d autonomo, di quello respiratorio ¢ circolatorio, dell'atovitd somatomotoria ¢ del
modello comportamentale,

L'osservazione regolare degli animali & necessaria per assicurarsi che-gli stessi siano conservari il pil possibile perle
studio ¢ son persi 4 causa di cannibalismo, autolisi dei tessuti 0 smarrimento. Gli animali moribondi verranno
fUNOLH ¢ KONOPOTD 3 DECTOICOPIA,

Per asuxi gli animali 5 annoteranno i sintomi clinici ¢ s mortalitd. Si dedicherd speciale arvenzione all'insorgenza dei
tumon; u restrerd In data di inirio, In positione, le dimensioai, Faspeno e la progressione d&i ogni tumoce
grossolanamente visibile o palpabile.

Si procederd sertimanalmente alls misurazione del consumo alimentare (¢ del consumo dell’acqua quando iz
sostanra spenmentale @ somminisrats in scqua pocibile) durante le prime 13 sctimane dello studio ¢
successivamente a miervalli di circs tre mesi s meno che i cambiamenti dello stato di salute o ded peso corporeo non
unpongano alue soluzioni.

- B peso corporeo dovrh essere registrato individualmente per tutti gli animali wns volta per sextimana durante ke
pame 13 senimane del periodo di prova ed almeno uns vokse ogai 4 semimane in seguito,
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Esamy ctimcs

Ematcloga

Se le osservanion paraliels cndentiano un detenoramentd nella salute degh arumah dorante lo wudio, 1 cseguird
un comegpo differennaie oel sangue degli ammah coipin.

Dopo 12 men. 18 meu ¢ pnma del saanfiae, 9 fars uno smsao del sangue di rum gl animali, Un contegpo
differeniale del sangue sars escguite s camprons onenun dagh ansmaii nel gruppe a dotsgpo puo elevato ¢ sy
conupili. Se 1 suddems dan, e n parncolare quelly ottenuny pnma del sacnfiao, o 1 dat dallesame paiclopco oe
ndicano i'tsgenza, u eseguira J coneggio differennaie del sangue ancne per il gruppou) ranato con dosaggro
wmmedistamente infenose.

Esame autoprico di base

L'esame autoptco di base complero dovrd essere escguito su turn gh ammall, compres queili che sone morn
durante espenimento ¢ queih monbondi. Si conserveranno ot 1 tumon o ke lesions nisbdi o sospette,

1 seguenc organs ¢ te3suo dovranno.cusere conservan n mezzo adanto per esam itopsiolopa fururs posubili: rute
le lestoms genesal, cervello — comprese sezoms di mdollo/ ponte, conecass cerebellare ¢ conecaa cerebrale,
pituitana, trovdes paratuoide. qualtian tessuto ammco, aaches ¢ poimons. cuore. aorta, ghuandole salivane,
milza, fegato. rem, ghiandole surrenali, pancreas, gonadi, utero; orgam geniali accesson, pelle, esofago,
stomaco, duodeno, dipuno, ieo, intesono aeco, colon, remo, vesaca unnana, linfonod: rappresentaun,
ghiandole mammane femmunili, muscolatura della cosaa, nervo penierico, stemo con midolio oiseo. femore —
compresa supertficie articolare, midollo spanaie a cre tivelli — cerncale, mediotoranco ¢ lombare, occh e ghiandoie

lacnmali esorbitalr.

Sebbene V'insuiflazione der polmom ¢ della vesaca unnana con un fissanvo ua J modo ommale di conservare
auest tessua, linsufflazione dea poimomt negh stuch di nalazione. ¢ un requisito necessano per lesecuzione
deil'esame stopatelogico appropriate. Negh studs di inalazione, 91 conservera rumod trano respiratono, comprese
ie cavita easais, le (annp ¢ le lanng.

Esamestopatologice

2} Esame istoparologico completo degh organt ¢ det tessun di turt gli animalh che muoiono o vengono sacnfican
durante |a prova. ¢ di curn gh drunah ne grupps Tstran con dose elevats ¢ ner controili.

b) Esame dey umen o lesivol grossolane visbali o sospene w wtn « gruppe.

< S oty grupps raman con dosaggo elevato ¢ ney gruppr di controlle u nsconra una differenza upnificanva
nell'inadenza di lesiom neoplastiche, s eseguira 'esame stopatoiogico d quel’organo o tessuto specico negli
alm gryppi.

d} Se u 12330 ds sopravnivenzs nel gruppo manare con doss elevate £ significanvamente nfenore, a quello del
gruppo di congollo, J gruppe nanare con dosagmo smmediasamente wnfenore dovrs casere sonoposto ad

esame complero.

€ S nel gruppo Tartaco con dos tlevate u nxcontra indunone d tonana o i effero che porrebbero wiluue
suila rsposza neoplastics. u etferruera ue esame compiero del grupe-: wanato con J dosagpo unmediztamente
infenare.

[ ]

DAT]
Fdan dovranno cvsere nassunil 0No torma Jr tabell, indicando pef ogm gruppo spenmentale d numero db arumali
all'imzio deils peova, d aumere di 2mman che presentano umon wopern durante [openmento. 13 data d

ndividuazione ed il numero di animan i c 1 son0 ascontras umon dopo l'ucauonc. | nultan debboao eysere
vajucan con un merodo wansnco wWoneo. Qualsian metodo LINLUCO NCONOSOUO Pud esere unlirzare.

3 RELAZIONE

3 Relazione sul saggo

Neila relanone sul saggpo devono higurare. w posaale:

— $peae. coppo. sngine, condinoms ambentah, dieta, ecc.,



15-2-1990

3.2

- Supplemento ordinavio alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38
— ]

~ conditioru spenmentah

descrinone dell'apparecchusrans d esponnone, indudente:

progenanooe, 0po, dimeowom, foote & ana, ssema pa generare parucelie od serosol, merodo di
condinonameno dell'ans, Tartamento dellaria & scarco, metodo di sllogamento degli amumabi in uns
camers sponumentale quando queo marins vengs unliriato, Descnrose ded dispoaave per misurare ls
vemperarura, Fumidith ¢, w del ca30, b sabins delle concenersnon & serosol o ke dimeanom delle

parocelle.
Dan d espotinione: quest dovranno essere presentan 1o forma di tabedle con ndicazsone der valon medi e uns
msurs della vanabdita (ad esempio: geviatione standard) ¢ includeranno:

8} poruts dell’ans arraverso Parrezzarura di nalanone,

b) remperatura od umadica deil’ana,
¢! conccatranon nomunali (quannta totale della sostanza spenmentale wmmessd pell'atrerzaturs di
nalanone divisa per o volume dell’'anas),

d} naturs de veicolo, se yuato,
¢} concentranon: resli aells tons tpenimentale di respurazione,
i dimensions delle parucelle medisat (s def caso):

— livelli di dose (vercolo compreso, 3¢ wnlizzato} ¢ concentranion;
— dan di inadenas del tumore secondo 1 sesso, ls dose ¢ i npo di umore;

= repustrazione della data dells mone (durante lcspenunento) oppure speaficare s gli ammali sono sopravassun
fino alla conclunone della prova;

= dat sulla nsposta tosnca per seuso ¢ per dosc;

~= desonrione degli effern wana o di altn effern;

~ repsoanons della data di ouservanooe di ogm sistomo anomalo ¢ de} decorso succesuvo;
— dhmentaniont ¢ dan sul peso corporeo;

— nndwan del'esame emarclopco;

== nsultao deli'sutopus:

— descnnone parncolaregpsw 4 o 1 nsultao iscopacciopa;

— elsboranione Ransnca des nsubtap coo desanzion: den metodi impregan;

— discussone des nsujcan;
— nrerpretazione der ntultan.

Valuvianoot ed inrerpretazione
Vedi ingoduzione generale, paste 8.

RIFERIMENT]

Veds inrodunone generale, pare B,
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SAGGIO COMBINATO DI TOSSICITA CRONICA / CANCEROGENESI

1. METODO
1.1 Introduziooe

Vedi introdutione generale, parte B,
1.2, Definirioni

Vedi inmroduzione generale, parte B,

1.3 Sostanre di riferimento
Nessuns.
1.4, Principio del metodo di taggio

L'obietdvo di un saggo combinate di iossidtd aronica/cancerogenesi ¥ quells i determinare ghi effeni cropicie
canceregeny di una sostanzs &i una specie di mammifero in seguito & esposizione prolungats.

Per questo scopo, uno studio di cancerogenesi ¥ integrato con almeno un pruppo satellite ractata ¢ un gruppo
satellite di controllo. La dose usata per il gruppo sarellite a dose elevats pud casere pid akea di quella usata per il
gruppo a dose elevata nello studio di cancerogenesi. Nello studio di cancerogenesi, gli animali sono csaminad per la
tossiath in generale come pure per la risposta cancesogena. Gli animali nel gruppo satellite orattato sono esaminati
per 1a tossicitd in generale,

L2 sosranza in esame & somministrata nonmalmente 7 giomi per settimans, per uns vis di somminiserazione
appropnata, a diversi gruppi di animali da esperimento, snz dose per gruppo, per la maggior parte dellaloco vita,
Durante ¢ dopo I'esposizione alla sostanza in ssame, gli animali da esporimento vengono 0sservas ogni omo por
individuare i segni di tossiard ¢ lo sviluppo di umori.

1.5 Criteri qualitativi
Nessuno,
1.6. Descrizione de] metodo di saggio

Gli animali sono tenud nelle condinoni di alloggio ¢ di alimentazione del saggio per almeno § giomi prima
dell'inizio della prova, Prima deil’'espenmenio, gli animali giovani ¢ sani vengono mescolati con metodo casuale ed
atsegnan a gruppr.

Aaimali da ¢sperimento

La spede preferita ¢ il rano. Sulla base dei nsultad di seudi precedentemente swolti, altre specie (roditon ©
non-roditori) possono essere urilizzare, $i dovrebbero vsare i coppi di snimali giovans sam generalmente usan in
taboraterio ¢ J dosaggio dovrebbe commniciare non appena possibile dopo lo svezzamento.

All'inizio dello studio, Ja vanatione de peso degli animali usat noa dovicbbe superared 3 20 % ded valore medio,
Quando venga nmapreso uno studio subgorico orale come prefiminare ad uno studio 2 Wngo termine, 4
dovrebbe usare la stessa specie ¢ lo kesso coppo in encrambi gl studi,

Numeto ¢ sesso

Per i roditori si dovrebbero usare almeno 100 animali (50 maschi ¢ 50 femmine) pet cisscun ivello di dose ¢ un
gruppo di conmollo paralielo. Le femmine dovranno essere aullipare ¢ noo gravide. S¢ o prevedono saerifid
wtermedi, i aumero dovrebbe essere sumentato del numero di animali che 5 prevede di sacrificare prima del
compleammento dello studio.

D{3) pruppoli) satellite(i} erartaco(i) pet s valutazione di parologie diverse dai umori dovrebbe assere composto da
10 animali di Gaseun swsi0, meatre it gruppe di congollo satellive dovid contenere 10 animakh di dascun
w0,
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Livelli di dose ¢ frequenza di capotitione

Per gli scops delle prove di cancevogenen @ doviebbero vsare almeno ore livelli di dose olore ad un gruppo &
coatrolle peraflelo. D livello di dose pris devato doveebbe produsre antoou munum ditosnork, quale uo leggero
cale dell'sumento del peso corporeo (meno del 10% ), senzs slterare sostannalmente s dursts aormale di vts 2
causs di efferni divern do numon.

ﬂhwﬂodldmepmbmmdwubbtmmfmmhmamak lo smluppo e la loageviti dellanimale,
né produrre alcyna indrcazione & tosucith. Quenta dose, 18 genere, non dovrebbe cxsere infenore al 10% della
dose clevata. Late) doseli) snrermediale) dovrebbe(ro) essere fisata(e) in un mrervallo medio compreso fra ls dose
clevata 2 queila bassa. La wicuione der bvelh di dose dovrebbe rener conto de dan denvan dai sagg e dagh sruda di
tossath precedeon, Per le finalnd del sgpo & tousath cromca, pel. sagpo vengono inclum gruppy anan
agpunum ¢ un gruppo & conerollo satellite paraelo. Ls dose elevata per J camamen:o degli anumali del gruppo
sarellice dovrd essere tale da prodisre evdeno segme di Losata.

La frequenza dellesposuont ¢ normalmente quondiana. Se ls sosanza chimuca & sommanistrats nell’scqua da bere
o mescolata nells dieta, quesie dovrebbero essere conbrusmente dispotbili.

Controilli

$i dovrebbe uszre wn gruppo parallclo, idenoco sono it gli aspert & gruppi wanad, fana eccezione per
Pesponzione slla sostanrs 1 esame.

In arcomanzz speaali, quali gli suds di inalazooe comportant Puso di acrosol o di un emulsonaste coo attivith
biologpca non carawenzzata medianie studi di tosnats orale, u dovrebbe utliszare un gruppo & controllo
complemnentare non esposto &l vacolo.

Vie d. sommrinistrazione

Le ue vie principall 4 sommunistatione sono: orale, cutanea e per malazone. La seelta dells via di
somuusisr anone ¢ funnione delle caranensuche dumico-fische dells sostanza in esame ¢ della pri probabde via di

esposione ocgh Stsen uman,

Saggi per nia orale

Quando lx sosranza n esame & assorbiza dal oreno gastrointesunale ¢ fingesnone ¢ una via di esposinione per gli
essen uman, @ prefensce {a via orale di somAUUSTINGNE 3 Meno che v wano controwndicanom. Gli anvnali
possono neevere fa somanza 1 esame oells loro dieta, sl nell'acqua potabile, o sommumarata @ capsula.

1dealmente, u doveebbe vsare un dotagpo quotdiano sulle base di sette porru per semmana, perché i dosaggio di
asque pora pef setamana potrebbe permettere il recupero o una tossiati da pavanocoe sel penodo di mancaw
dosagpo whlvenzando com 1 nswtan ¢ la vautanone sucrsuvae. Tunsvia, prnapalmence wmlla base di
connderanon praoche, un dosagpo sulla base di anque porms per sernmans ¢ considerato sccectabile,

Sagp per via cutanea

L'espounone cutanea coo spenneliztura della pelie pud essere scelta per umulare una prinapale via di esposczione
umana ¢ come Restema modello per wdutione di lesioni cutanes.

Sagp per va inalatona

Poucht 1 agg inalaton presentano probleny teana di magpor cornplean b delle alae vie di somminararone,
formscono w questa sede indrcazions pri parncolireggare w questo mode d sommumsrazione. Da aotare moltre
che Ninsollanone endotrachesle pud costiruire un'alternauva rahda v arvanon speafiche.

Le espouzioni 2 lungo termuine 3000 di sobito trodellate su espounone umana prevista sortoponendo gh ammali ad
un esposinone quoadiana d § ore dopo equiibrezsone delle concentrsvon: dells camera, per 5 proru/seramana
(esposiniooe sntermintente) 0 ad un'esponnone ambientale posubde, coa 22-24 ore di espornone/ porno,
T porm per scnmana (esposzone continua), <on arcs un'ora per nucrue gh ansmal allo sexso oranc ¢ per la
manutensione dells camera. In enwambn v can. gi ammali di solito sc00 espost a concentranom fisse delle
sostanie n esame. Uas differenes sorevole da connderare-oa Pesponnsone ermuntente ¢ quells coonaus &
cosncuns da} fatto che con ks pruma v 2un perodo di 17-18 ore uw cus gli anunali possono nprenders dagh effern di
ogru esponnone quondians, ¢ un penodo ancors pi lungo di ncupero duranee 1 fine scrumana.
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La scela dellesposizione intermitiente ¢ coatinva dipende dagli obienivi dello studio ¢ dl.ll'ﬂpumme umans da
umulare. Tuttavia, occuererh coasiderare alcupe difficold eaniche. Per csempio, | vantaggi dellesposizione
conanug per Ja simulatione delle condizioni ambientali possono essere conuobilincied dalls ‘pecessith &
abbeverare o putrire gli animali dyrante Fespositione, ¢ dalfesigenza di usare scrosol pil complicad (¢ affidabili} e
di sistemi di geoerazione e vapore ¢ di controllo,

Camere di esposizione

Gli animali daviebbeso essere sonopost a spesimemazione i camene & inalazione PrOgeTIate pes sostenere un
flusso dinamico di almeno 12 cambiamenti Caris/ors, per assicurare un tenore di casigeno adegusto e
un'atmosfera &i esposizione uniforme. Lcmedsuponmedamnoﬂodombbcomsdmncbeuﬂa
COTUZiOne € progtnazione per assicware conditioni di esposizione comparabili sotto turti ghi asperti, eccezion

fatra per ke esposirioni alle sostanze in csame, Una leggera deprossione viene generalmente mantenuts dentro la
camera per impedire perdite della sostanta in esame nells zons circostante. Nelle camere s dovebbe ridurre al
massimo Faffollamento degli animali di s2ggio. Come regola generale per assicurare 1s stabilitd dell'annosfers della
camera, il evolumes totade degli animali di saggio non dovyebbe superare i $ % del volume della camera,

S doviebbero effertuare le seguent misurarioni o coatrolli:

1} Flusso dell'aria; la velociti del Busso deil’asia 2toaverso 12 camera dovrebbe cssere controllata preferibilmente
18 modo continuo.

u) Concentraziooe: durante il periodo di esposizione quotdiana, 1a coocentrazione non dovrebbe variare pid del
% 15% dal valore medio, Per Ia durata totale dello studio, ke concentrazioni giomaliere dovranno essere tenure
costann nells misura del possibile.

iii) Temperatura od umidid: per i roditori, la temperatura dovrd essere mantenuta 3 22 *C {2 2 *C) ¢ Fumiditd
all'interno della camera al 30-70 %, ecceno quando Pacqua & usars per mantenare in sospensione la sostanzy
spenmentale pellatmosfera della camera. Entrambe dovrebbero essere controllate preferibilmente in

) Misura delle dimensioni delle particelle: 4 distibuziooe delle dimensioni delle partcelle dovrebbe essere
determinars sulle aonoslere di camere che contengono aerosol Biquidi o solidi. Le particelle contenute negli
serosol dovrebbero avere dimeasioni tali da exsere inalabili dall'animale da laboratorio usato, } campioni di
ammosfera dovrebbero essere prelevati a livello della 20na di respirazicoe degli animali. 0 campione &'aria
dovrcbbe tysere rappresentativo della disoribuzione delle pardeelle 3 cui ghi animali sone espost ¢ dovrebbe
rappreseotare, wa una base gravimetrica, woto ['serviol sompeso anche quando gran parte di cxso oon &
tespuabile. Le analisi dells grandezzs delle parcoelle dovrebbert essere effertuate spesso durante la messa 3

. punto del sistema di generaziooe per assicurare (3 mabilid dellseroiol ¢, in scguite, quando i citenge
secessano, durante ke csposizioni, per dererminare in wodo adeguato Funiformitk della distribuzione delle
paracelle 3 cui gli animali son0 statd cposd.

Dutata 4¢llo studio

La durata dela parte del saggio selativa alla cancerogenesi comprende la maggior parte della vits normale degh
arumali di saggio. La conclusione del saggio dovrebbe essere 2 18 mesi per i topi o i crices € dopo 24 mesi per i
ratt; tuttana, per oot ceppi di animali con maggior longevitd ¢/0 tasso poco eevato di tumon spontane, ks
cooclusione doviebbe exsere dopo 24 mesi per i topi ed i ariceti ¢ dopo 30 mesi per i zacti. Alternativamente, la
<onclusiooe di un tale studio esteso & accenabile quando fa percentuale di supersnt nel gruppo # livello di dose pid
basso o nel gmppoduonnollo raggiunge i1 23 %. Quando si conclude uno studio in cui si manifesd una differenza
evidente nella tisposta determinana del sesso, ciascun sesso dovrebbe essere considerato separaamente. Quando
solo il gruppo 2 dose elevata muore premaruramente per ovvie ragioni di tossiad, cid non deve necessariamente
determinare Ia cooclusione dell’esperimento purché le manifestazionl tossiche oon causino problemi aegli alixi
gruppr. Perché an risultaco sperimentale negacivo sia accettabile, noa pid del 16 % di animali di.qualsiasi gruppo
pud exsere perso pell'esperimento 2 causa di avnolisi, cannibalismo o aleri problemi, ¢ U tasso & sopravvivenxa di
futD 1 gruppt non deve essere inferiore al 0% 2 18 mesi per i copi ed § criceti ¢ & 24 mesi per i rami.

T gruppi satellit & 20 animali (per yes30) sonopost a dosaggio ¢i 10 anismali {per sesso}di controllo associat, usat
per la prova di tossicitd eronica, dovrebbers essere mantatuti ai ai dello seudio per almeno 12 mesi. Queso.

ammali dovrebbero essere destinan al sacrificio af fini di un esame della patologia connessa con la sostanza
spenmentale non complicata da mutamend genatrid.

Procedimento

Osservationi

Quotidianamente si dovrebbera effetruare ossarvaziond diniche che includerannc i mutamenti della cuce ¢ def pedo,
degli occhi £ defle membrane mucose nonchd del sisteris nervose centrale od sutonome, di quello respisatorio ¢
arcolatorio, dellartivith semaromororis ¢ del modello comportamentsle,
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Usn csame clinico dovmebbe ctsere cfferrusto 3 murvalli appropnac sughi amimab del{dei) gruppoli} 1arefiseli)
trarmoli).

Osservanon regolan degh smumali 600 secerane per ssmcurare, per quante possibile, che ghi seso non mano
pers dadln srudio & cause quali cannibalimno, surolie da teset o smammens. Gh snumali moribondi dovrebbero
LI MO ¢ SOCTOPOTD 3 DECIOMTPLE.

Pa wm ghi saimali 1 dovrebbero repurare | seg clinen, achs - mutaments oewrolopya of oculan nonche s
moraind. S deve dedicare parncolare acennione allo miuppo da tumon:' J moments & insorgenzs ¢ la
progressaone delle condizions tounche dovrebbero esswere repawran.

S dovrebbe procedery setbanalminte alls susuranione de! consume alimentare (e def consumo dell'scqus
quando Ls sostanzs s esame ¢ sommnistrata in tale veucolo) dutante i phume 13 sernmane dello studio & pov »
wmoervalli 4 circa we avem & mw00 ché 1 mucamenn dello stam di salute ¢ ded peso corpores non impongano alue
solurom,

0 peso corporeo dovrebbe ausere repaserato individusimeote per v gli snamiali unz volts per setumana duranie be
prune 13 serumane del penodo di sagpio od almeno una volta ogie 4 setumane i seguio.

Esanu climacy

Emzcologis

L'aame ematologico (34 escrapio: contenuto dell emogiobina, rolume delle cellule impaccate, globubi rossi totali,
globulbi nanchi mtali, puastnoe o altre susure ded potennale di coagulanione) doviebbe essere eseguito dopo I men,
6 mem od approssimativarucate 2 intervalli succesnvi di § e od alls conclusione, sw camproms di sangue raccoln
ds 10 ram per senn di tutn i gruppr. Se potubde, | campwom dovrebbero eusere prefevan daghi wesw ratu 2 ogu
wizrvallo.

Se ke ovservanoni diniche suggencouo un peggioramento ndla salute deghi ammali durante lo sudio, n dovrebbe
esequre un coarcgno differentiale emanen degli animali colpro. .

Un contegpo differenziale ematico viene eseguito Al campions proveruent dagh anumali appartenen -~ .: grupp< a
ma devazo dosaggio ¢ oes conaolli. 1 contegg differenziah del sangue 3000 eseguin sul gruppoli) a dosagpo

wheriore smmedistamente sucoesuvo solfanta se o nscoota una dikrepanta aotevole tra i gruppo a dosaggio pis
elevato od 1 conmoll, 0 se 1 nsultat dell' ctame patologco ne indicano Mesgenza.,

Asalin delle urine

Si dovrebbero raccoglicre per analisi 1 campioni di urins di 10 rarn per 32130 per ruta i gruppy, s possibile agli siexn
weervalli dell'esame ematologico. Le seguenn determunazions dovrebbero essere farte 0 3 parture da diverss aumal)
o mi un campeone auscelato sesso/ gruppo per 1 rodion:

— aspeo: volume ¢ dennitd per 1 singol arumali;
— protaasa, glucono, cherom, sangue octulto (semiquanurnvamente);
— microwcopiz ded depouto (semuquanniaavamente).

Chimica clinica

Approsumanvamente 3 intervalli di § mes, ed alls conclusione, 1 prelevano camprom di sangue per be musure ds
chinuca dhuca da em » non-roditon ¢ da 10 ram per sesso d tutt 1 grupps. 1€ possibile dagli stcsw raro a ogru
umervallo, nolre, 1 dovrebbe prelevare un campione prma del sagpe dai non-rodnon. [ plasma vnene preparato
da quest campion ¢ vengone fatte le segueno determunazion:

— concenranons protewns totale;
— concenmazone Jdellalbumna;

— upgp & hunnonalitd epanca (come atmwid fosfatas alealna, glutammice-prruvico-ransaminas (1), glutam-
mico-ossalacetico-wansammauy (1)) gamms.glutamul ranspepodan, oruana decarbossidasy;

— metabol:smo dev casboidean, come glucono emauco 3 dipuno;

— wgp & funrionalitd renale come azot0 ureico.

{*Y Otz o come Alemns srunocranaferan serca
{9 Ora nOts COMME SAPATTATO ATUNOTIANSieras Mera.



15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Seric generale - n. 38
e ——————————————— et S ]

Necroscopis macrascopics

Turmg gli sumah dovrebbero essere somopost 3d Same NeToKOPCo completo, compren quelli che sono morm
Jurance Fesperunento a'quelb sscnfican perdid monbonds. Pruna del 1scnfioo u dovrebbero prelevary campions
& sangue da ruro gli ammali per s contegp daficrennali emana. 5i dovrebberg conservare tune le lesions 3 tumon
grossolanamente nabili o sospetts. Si dovrebbe cercare di comelare le osservaznon: macroscopsche con ) ngisn
THTOEOPI.

Tum gh orgam ¢ 1 tessun Joviebbero essere conservan per Mesame mopatolopas. Quento di solio nguards »
seguena organ & wesson: cervello (1) {mudollo/ ponce, cortecas cerebellare, cortevaa aerebraie), prrunana, nrosde
SQmMPpresd paratronde), amo, poUmons (KTECEES COMPrEs), Cuore, 0TS, ghuandole sajivan, fegavo ('), malra,
cemi {1} gluandole surrenale (1), ssofago, tomaco, duodemo, digluso, tdeo, wresnoe aecd, colon, retto, utero,
vesaica unnana, linfonodi, pancreas, gonags ('), orgam gemitals aceesson, ghrandole niammane femmunli, pede,
muscolarura, nervo penfenco, mudolio spinale (Cerncale, toraaco, lombare), sierno con mudolio otsen ¢ femore
arncolanone compresa) e occhu. Sebbene Minsutflazione des poimon e deila vesoes unnans con un fissanvo ua
modo ommaie di conservare quesn wessun, finsufflaziooe dei polmoo negli studi di inalanione ¢ vo requsio
csscnuale per esame uiopatologeo appropnato. ln sudi speciali come quetli dell'inalazione, 1 dovrebbero
srudiare turme ie vie respuratone, compreso 0aso, fannge ¢ lanage.

Se 21 esequono altri esamu clinu, e informazions onenute con queste procedure dovrebbero essere rese dispombili
anma gell'esame aucroscopico, perché posscnc forawre indcanom ogmficanve al patologo.

[stopacologia

Per la parte di sagpo nguardanve [s rosnai cronka

Esame parucolareggiato da efferruaru su o gli organi conservat di tum gli animali appartenenn al gruppo
satellite rartato con dose elevats ¢ al gruppo di controllo. Quande & nicoctra una patologa correlara con s
sostania i esame nel gruppo satellite canato con dosx elevata, gli organ-bersaglio di eurn gl al amroali ;v v’
quainas: diao gruppo satellite gamato dovrebbero essere sonoposn od esame wmologico compieto ¢ parncola-
regpato mueme con quelli do grupps rantan acua parse di cancerogeneu dello srudio ailz sua covclusions.

Per !a parte.di sagpo nguardante [a cancerogenen

3) L'msame sropatoiogpen completn dovrebbe essere effetruato sugli organt ¢ ressun di cum gli 2nimali che
muotono o che vengono ucasu durante ia prova ¢ di tuto ghi anumali der grupps Tartao con dose elevata e del
guppe di amuolio;

5] tum i tumon vimbili macToscopicamente o le lesions sospette di essere di ongane tumaorali, che 1 nacontrano o
quzloau organo di rum i grupm di aumali dovrebbero essere csamunan muToxcopcamente;

¢} ¢ u nscontra una differenza spuficatva seil'inadenzs deile lessom acoplasnche an grupp di conmolloen
quello trattato con dose devata, m dovrebbe effettuare Mesame stopatologico su quel parucolare organo o
tessuto, negli sltn grupps;

d) ¢ la sopravvivenza oed gruppo mattaro con dose clevata ¢ siguficaavamente wienore 3 quells del gruppo di
controilo, s dovicbbe effetruare un csame compicio del gruppo uatiato con U dosagpo unmediatamente
afeniore;

¢} quando u nscontra un'evidenta nef gruppo 3 dosagpo devaco di induuone di effert towna 0 2l effern che
pouebbero nfluire su una niposa acoplasnca, u dovrebbe procedere 3d un esame completo del pruppa
Tarato con d dosigpo wnmediatarnente amrfenore.

2, oA

1 dan dovrebbero essere nassune: soro forma & tabells, indicando pet ogni gruppo 4 saggro U sumero di anumah
all'imuno della prova, J numero di sumah che presentano umon © etfern tesna nsconwras durante i sagpo, U
tempo & ndwiduazione ed 4 numero di inamah v ax sono tan ndinduan wmon dopo J wenfioo. | nsulat
Jovrenbero cusere valutag con un merodo stansuco approprste. Qualnin metodo NIDIDCO NCOBEIQULG PUd
cssere aaiuratg.

3 RELAZIONE

31 Relaboae sul 1agpo

Netla relazsone sl saggro devona figurare, se posubde:
- speie, ueppo, anpne, condizions ambsentah, dieta, i,

1 Quesn iy, proveruent da 10 anumah par wiso ¢ pef gruppo por rodnon ) Jovrebbero cuere pesan.
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condion: spenmentab:
desennooe dell'spparecciuarur di esposinione, inclodente:

progetanone, upo, duncnuom, sorgente d'ana, nstems per geoerare parncelle od acrotol, merodo di
condibonamento dell'ana, oanamento deil’ans di scanco, metodo di allogpamento degli ammali i uns
<amera di s3gpo quando quests venga unlazata. D disponavo per rusurare 1a wemperatura, Murmadith ¢, se del
caso, la srbuhind delle concentranon di aerosol o le dumenuom delle paruceile.

{26 di esovmanione:

Juest dovranno essere presentat 10 forma tabulare con wndicazione dev valors medi ¢ una musura delia

vanabiith {ad esempio: devianione standard) ed includere:

a) weloars da Rusy deilana anraverso aroezzaturs di inalazione,

b} tomperarure od umndits dell'ana,

c: conamnTanom nomunsh (quanuuw totale dells sostanzs di sagmo unmessa oell’snrezzaturs di nalazuone
divisa per J volume deil’ana),

d] narura di vexcolo, se usato,
¢! comentraniom real nells zona sperunentale i respuazione,
i dimenstory mediane delle parocelle (se de) casok;

livels di dose {vexcolo compress, s utlizzato) ¢ concentrazion;
dao di inodenta dex numon secondo il sesso, 1a dose ¢ il npo di cumore;
repstranone del tempo degli evenn lerali {durante lesperimento) oppure speaficare se gli ammali siano

-sopravvissut fino alla conclutione del sagpw, incluso gruppo sacellice;

dan swila nsposts tosnca per sewso e per dose;

descnuone degh effetn tosna o di altn effern;

regastrazsane della data di osservazione di ogru untomo anomalo ¢ del decorse successivo;
nsuhao oftalmologa;

ditr su alimentazione ¢ pesd corporeo;

nsubtan dell’esame ematologico;

nsultan degli esam di brochumuca chunca (nclusa qualsian analin delle unnel;
nsuhan dell’esame searoscopico;

desauone parncolareggata di rurn 1 nsulrad istopatoiopa;

claboranone staosnc: de nsulug con descrwione dev metods impiegaa; |
discusuone des nsultan;

interpretanione do nsukan,

Valutaziost o interpretazione

Vedi snrodunonc generale, pane B.

RIFERIMENT

Ved: nrodutione generale, parte 8.
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SAGGIO DI TOSSICITA SULLA RIPRODUZIONE: UNA GENERAZIONE
1. METODO

1.1. ntrodutiosc

Vedi muodunione gencrale, parte B.

t.2. Definizions
Vedi incroduzione generale, parte B.

1.3, Sostagza di nferymento
Nessuna,
1.4, Principi del metodo di tagpo

Lz sostanza spenmentale ¢ sommumstratz m dosa graduace a divers: gruppt di anumali maschi ¢ femmune. § mascnr
dovrebbero essere wroposo 2 dosagpo dwrante ls cresarta ¢ per aimeno un Gclo spefmatogeiico compicto

approsumanvamente 56 porms pet d topo e 70 porm per J ratto] per provocare qualsiast upo di effetto avversoda
parte aella vostanza di sagpo sulla spermatogenes,

Le femmune della generanone P dovrebbero esere sottoposie a doraggo per almeno due acli estrali compiea per
susatare qUaSas opo di effero conrane deila sostansa i exame sull'esoo. Gli aimah sono poi sccoppran, La
SOStanza in elame viene somminsarata ad enorambe i sesst durance J penodo di accoppiamento od in seguito
soliznto aile femmane durante la gravidanza ¢ per la durata del penodo ds allaamento. Per I3 somnumsorazione
Jella sostanza n esame per via malatons. J metade nchiedera modifiche.

1.5. Criten qualitaove
Nessuno,

1.6. Descruione dd maodo di sagpe
Preparancm

Prima del sagge gli animal grovam ¢ sani sono mescolan con metodo casuale ed assegnan a1 gruppr wrattan ¢ da
«ontrolle. Gli anumali 3000 renut nelle condizions spenmentali di alloggamento ¢ pumnnione per almeno § poras
pruma dellimbio della prova. Si raccomands di sommuustrare 12 s0stanza  esaume sellas diera 0 oell’acqua da bere.
Sono accettatnls anche altre wie di sommumstranone. B dosagpo per turm giv arumaly dovrebbe easere facto con lo
siess0 metodo durante appropriato penodo deli'csperunento. Se un vexcolo od aftny addiow sono unlzzan per
facilitare d dosagmo. £33 non dovranno notonimente produrre effern tossia. 1l dosaggro doved essere faro su unz

base &1 sente porm per semmana.

Animali da2 esperimento

Scelta della speae

1) rano o d 10po wono le specie prefenie. 5 dovrebbero unluzare ammal vami, non sottopost W precedenza 2
espenmenn. Non u Jovicbbero unlzzare ceppr 2 bassa fecondira. Glr ansmalt di saggpo dovrebbero exsere
caratteruzan quanio alle speaie, af ceppo. al waso, A pesa e dllaa.

Per una vafutanene adeguata deila iernlita. u dovrebbero srudiase wa s maschs wa be femmine. Turmn gli anumab per
d tazgro ¢ congolb Jovrebbero exsere tvezzan prme Jelliupo del dosuagpo

Numero ¢ w350
Ogm pruppo wacate ¢ di controllo devrebbe comienere un numero wiffiaente di amumaly per avere arca
10 femnune iante prosume 3, paronse o quas al termune della avdanza,

L'cbierva ¢ di avere suthicienn gravadanze e Rghate per assicucare una valutazione ugnificaav s del potentrale dells
sostanza d infusee neganvamente sila ferniva, sulla gravidanzs e sl componamenta materao aegh animab Jella
generapone P, e wl [anante, slla aesars ¢ wllo miuppo della fighaia F, daf conuepimento sllo svezzamen-

0.
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Condinroar di saggio

1 abo £ Macqus doviebbero exsere formn ad libstum. Nellimmunenza ded parto, ke femmine inance dovrebbero
cisere mene W gabbie separste o i gablee apponte per b pano ¢ ponsono essere nfornute di matenale per ls
costrubone della wna.

Livelli di dose

S1 dovrebbero vsare almeno oe grupp d tanamento ¢ un gruppo di coatrollo. Se 1 usa un venlo per la
sommunustratione della sostanzs in esame, il gruppo di conrrolle dovrebbe ncevere U vescolo al hivello di dose pris
afto usato. Se uns sosTanza «n esame provocs una nduzsone deilingeshone o dell'unlizzazione dells diets, 0
pourtbbe conuderare aecrssano 'uso di un pruppo di controlk parallelo. idealmenee, 2 meno che non s hmytaro
dalla.narura Anco/chimics o dagh efem molopa dells somanzs i esame, d livello di dose piu elevato dovrebbe
wndurre effern tosna, ma non mortalita ner geruton P. Late) dose(s) intermedia(e) dovrebbe indurre effern tosna
munutu armbuibali alla sostanza in csame ¢ 12 dose pud basss non dovrebbe wdurre dicun efferto osservabile sw
geaiton o sulls proke. Quando somminisraio con snds ¢ o capsuia, i dosagpo dr ogry anumale dovrebbe easere
basaco syl peso corporeo ded singolo anumale ¢ regolato seramanalmente per tener conte der cambiamena del peso
corpored, Pet l¢ femmine gravide, 1 dovagp possodo essere basats sul peto aorporeo nel romo 0 ¢ al 6° porso s
gravdanzs,

Saggro limute

Nel caso di sostinze 3 bassa tossiatd, se un bvello di dose di almeno 1 000 mg/ kg nom produce cndenzs d
interferenza con ts funzione nproduttva, srudi con aith bvelli di dose passono essere considerat non necessan. Se
uno wudio preliminare cos un livello di dose elevato, con evidenza preass di tosnicith matema, non evidennia
cfert avveru sully feralitd, studi con alm bivelli di dose possono essere counderat oo mecessan,

Svolgemenzo del sagpio
Programem: serimentali

0 dosaggio pornaliers da gemton masclu P dovrebbe cominaiare 3 arca anque-nove sexamane 4 ¢ta, dopo
svezzamente ¢ acchmatanione per almeno § porm. Neram, d dosaggo viene contunuato per dieq sermmane pnms
del penodo di accoppamenta (per 1 topt, orto sctumane). | maschi dovrehbero essere saanfican od ssaminao ua
alla ne def penodo di accoppramento oppure, iternavamente, e pouIOOO eskere mantenun cou is dieta
spenmentale per fa possibile produzione di una seconds figliaw ¢ dovrebbero essere sanfican un po’ prima della
fine dello studio. Pe le femmine geuma P 2 dosagpo dovicbbe commmaiare dope almeno 5 pormu di
acclimatanione ¢ conunuare per aimeno due seruniane prina deil’sccopplamento. B dosaggo gomabero delle
femmine P dovrcbbe connnuare durante o penodo d accoppramento di tre seromane, 1a gravndanzs ¢ fino allo
sveztamento della prole F,. 5i dovrebbe dare atenzidne a modifiche ded programma di dosaggo suila base di alere
nlormaziom dispobili sulls sostanza v same, quali Findutione del suo owetabolismo o bicaccumulazione.

Procedura di accoppramento

Negh studi degh effeto iosna sulla hprodunione 5 possono wsare 1 seguena ustere di accoppuamento: 1:1 (un
maschio ¢ una femmuna), oppure 1:2 (un maschuo e due femmune}.

Usando J astema di accoppramento 1:1 u dovrebbe menere uns femmiaa coo jo Rewo maschio finché la feerumuna
noo nmoanga gravida o finche non uano Tascore e wmmane. Ogy mamna be femmne dovrebbero cusere
esarunate per [s presenza di sperma o di tappr vaginals, I porno 0 di pandania ¢ defimica come d pomon i
wov: un uppe vipnale oppure lo sperma.

Le coppse che non nescono ad acroppiary dovrebbero essere swudiate per determunare la causa della steniied
appareere. Quesio pud comportare procedure quak, id esempio, quells di formire opporturutd supplementan di
accoppumento ¢on altn maschs o femmune provan, esame muctoscopico degh organ nptodurton. ¢ esame del acle
estrale o della spermacogenens.

Dimensioor delta fighaca

Cli anurash sorroposn a dosaggo durante lo studio & fernbir vengono lascran paronre normalmente ed allevare
hberamente [z proie fino alla {ase d svezzamento.

Se » efferrus una sandardizzazione s suggensce b seguence procedura. Trad 1° ed d 4* pomo dopo ls nasara, la
dimenmone dr op figlista pud e1sece regolaca elimunando | precoli 1n piv, 10 modo de avere, nella misura del

possibule, quattzo masch ¢ quattro Fempmune pet figliats.

Ogni volus che il numero di maschs o di femmune noe permerte di avere quartro ammak ds ogns seaso per fighats, &
sccertabue una regolanone parniale iper esempio, anque maschi e e femmmne). La standardiztatione nom ¢
appiwabide alle fighate & meno d oo pwxolr.
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Osservaniomt

Durance mno J penode di sagpo, opu ammale davrebbe exsere 10moposto ad csservazions almeno uny volts al
pomo. Si dovrebbero repstrare fuite & vananom comporuamentali peranenn, 1 wepu di parto diffiale o
prolungato, « tut 1 untom di toawGth, anpress la monalitd. Nei penodi precedent-¢ dusasee Faccoppiamento,
i consumo alimentare pud easere rusurato quotdianamente. Dopo ol parvo ¢ durante Mallanamento, be musurazon
del consumo di alimento ¢ del consumo dell'acqus quando la sostanzs spenmentale ¢ sommumsrata in acqus
powabie) dovicbbero essare efferrusie nello stesso porma dells pesarurs delle Ggliste. | maschi ¢ k& femmine P
dovrcbbere ciscre pesan ocd pruno pordo del dosagipo ¢ w scguiio sctamanalmente. Queste osservanom
dovrebbero esseve repsuate individvaimente per ogra ararnale adulvo.

La duraca dells gestanone dovrebbe cssere caicolara dal pomo 0 di grandanza. Ogm Bglists doviebbe essere
. £32MNata 008 3ppens postibie dopo d parto per stabdire i numero ed il sesso da peceolo, dey nan momn, 4o 0at
vint ¢ la presenzs di grosse apomalie.

! prccolo morn ¢ quelli sacnfican ol 4° pomo davrebbero essere conservin ¢ studisti per la connatazione di
possideli dufern.

I precoli vivi dovrebbero essere contan ¢ le gliate pesate il mattino dopo la eascta, ol 4°* porvocal 7% ¢
scrumanaimente fino alls conclusooe delle studio, quande gli an:mali dovrebbero essere pesati individualmente.
Le anomalw finche o comportamentali ouservate ner ceppr o nells prole dovrebbero essere repatrate.

Parolog

Necroscopas

Al momente dd sacnfiao o della morte durante lo srudio, gli animali dells generazione P dovrebbero cusere
claminitl macoscopicamente per findividuanone di turte le anomalie strucurali o mutamenti patologci,
prestando parncolare arenzione agh orgam del ustema nprodumve. I preenlp morm o monboodi dovrebkero
easere esamunan per ndividuare evennial) difern.

“istopatologra

Le ovawe, Tutero, J collo delf'utero. (a vapina, 1 teseoli, Feprdidimo, le vesochene semmnali, I prostac, la
sinandola deila coagulanoad, la ghuandols preunana ¢ Forganoli}-bersaglio di ruco gli animmali P dovrebbero enere
cooservan per lesame ouczoscopucn. Ned €230 W Cui OCID OFgANA DOM BANG K30 eSamMinan in ahri srudi con don
mulople, st dovrebbero exsere esaminan wucroscopscamente m tutt gl anunall dei gruppr orattan coa dose
clevats ¢ di controllo ¢ oegli animal che aucmone durante lespentaento, quando Earobde.

Gli organs & questi anemaki che mostr o anomakie dovrebbero quindi essere esamunan in cact: gl aleri animali P, (n
quest caw, B dovrebbe aeguire Pesame ducroscopwo di tum 1 tessun che mosTanc alteranom patolopche
macrescopwhe. Come suggento per bk procedure di accoppramento, gli orgam nprodurown degli amumali sospero di
stenlics possono esseve soropost ail'esame mucroscopece.

1 DAT1

| dan possono essere nassuna sosto forma di tabella, indicando per ogru gruppo spenmentale d oumero di anwmali
all'inizio del saggro, U numero di maschs fernli, J aumero di femmune inance, s ope di cambamend ¢ la percentuale
Jdegli aumali dhe @osrano aascun apo d cambiamenm. Quando possibide, « multan numena eisere
ralutat con ux mwrodo uabsoco woneo. Qualtias Mictodo stansoce generalments MCOOOIOWD Pud excre

unhazato.
3. RELAZIONE
31 Relanoae ml 13gpo

Nells relanooe sul sagpo devono figurare, 1w possbale:

— peac/ crppo wsalo,
- danmﬂanspauumpnmcpa‘dm.mwmhkmﬁd.Iammmakehmaﬁd.

— 9 —
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— tempo di morte durante lo srudio o, 5¢ g 2nsmal) 5000 sopravNsIT fino al tempo previsio per i saanfico, alla
condunony dells studso,

— tabells ndscante s pen di ogru fighata, U peso medio der prccol ed 1 pes ndivaduah dey puccols a rerune,
— eflem 10ana 0 aln eifem sulls nproduzione, sulls prole, suills crescta posmatale.
= dats d ouservanone & ogm segno anomaio ¢ decoro succesuvo,

— dao sl peso corporeo degh ammab P,

— nsuitan della miyoscopia,

~ descnpone parncolaregpata d rath ) nsultao degh csam mucroicopo.
— eizboranione stansncs der nsultat, quando appropnata,

— discusmone da nsultan,

~~ InteTprecanone dev nsuitan,

3.2 Valutanone ed interpretanooe

Veds introduzione generale, pare B.

4 RIFERIMENTE

Vedi inoodunione generaie, pane B.
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SAGGIO DI TOSSICITA SULLA RIPRODUZIONE: DUE GENERAZION]

METODO

-
.

L1 Incrodunone

Veds introdunione genevale, parte B,

1.2, Defimuncas

Viédi introduzione generale, parte B,
t.3. Sostanxe di riferimento

Nessuna.
1.4, Principi del metodo i saggio

La sostanza in esame & sommuusarata in dos graduate a divers gruppr di amumali maschi e femmune. 1 maschi della
.generanione P dovrebbero essere sonoposn a dosaggo duranie |s arescita per almeno un adlo spermatogenso
completo tapprosumanvamente 56 porm nel topo e 70 porm nef rarto) affinché la sostanza - csame provochi

ognu effeno contrano sulla spermatogenen.

Le femmune della generazione P doveebbero essere dosate per aimeno due adi eserali compien perché 12 sosianza n
esame provochi ogra effetio conaane sullfestro. Allo svexzamento, la sommunisirazione della wostanza viene
anuata sulla prole F, durante ia escta fino ail'etd adujra, ducante 'accoppiamento ¢ 13 produzione di una
erazione Fy, ¢ finche 1z generanone F; ua svezzara. Per la sommumistranone per inalanone della yostanza
penmentale. J metodo nchieders modafiche,

1.5, Critens qualitativi
Nessuno.

1.6. - Descruziont del metodo di uagge
Preparazom:

Prima della prova, gh anumali sam 10n0 mescalan con metodo casuile ed assegnan a1 gruppe raran e di conwrollo.
Gl ammali gemison P sono tenua nelle condipom spenmental) di alloggamento € numizione per almeno $ porm
pnma della prova. 5 raccomanda d sommuustrare 12 sostania w csame nella dieta o nell'acqua da bere. Sono
sccerabaly anche atre ve di somminseranone. Turn ghi ammal Jovrébbesa essere dosan con lo stesso metodo
Jurante I'interg penodo spenmentale. Se un vexcolo od altrt addiuw sono volizzan per faalitare d dosaggro, ess
non dovrebbeeeo notonamente produste effem tosuia. [l dovaggio dovrebbe essere effernuato su una base di sere

SOINL per SETIMana.

Animali da csperimento: scelra della specie

i rarto o d topo wono e speae prefente. Si Jovrebbere usare auali sam P, non sontopost 4 esperuner | 8
precedenza. Non u dovrebbero usare ceppr 2 bassa fecondicd. Ch ammah da laboratone dovrebbero essere
carartenazan quanto afla speae, al ceppo. al wenso, al prso ¢/ o e,

Per un’adeguars valutanione dells fernlita, u dovrebbero srudiare wa: maschi che e femmine. Turn gli anumali del
gruppo 4 1agpo ¢ & quello & contolle dovrebbera essere svezzan pruna dellinuno Jel dosagpo.

-Numero e sesso

Ogru gruppo ds sagpo e di controllo doveebbe contenere un sumero suffiaente di aumah perche v ssoo arca 20
femumine nante b al rermine dells gravndanza. L'obertivo ¢ di avere suffiacat gravwdante ¢ prole per asncurare
una vajutanione ugnificanva del porenziaie della sostanza d influsce aeganvamente sila fernhicd, sulls grandanta,

— 9 —
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sul comportamente marcroo ¢ sl lanante, sulls Gosaia ¢ suilo swiuppo dells proie F,, dal coocopumento alla
marunts, ¢ lo iuppo dells ioro prole F; Ano allo rverramento.

Condipom spenmenialt

Oaboe facqus dovrebbero essere formin ad hibitum. Nell'immunenza del panto, le femmne mante dovrebbero
esscre messe i gabbie separate o w gabbee appoune per U pano ¢ poisono essere nlomite di matenaie per i
cosguzone della 1ana.

Liveili é1 dose

$1 dovrebbero usare almeno tre grupps di Tanamenio ¢ un gruppo di congrolle. 5¢ u vs2 un vecolo per ia
sommunisr azione della sosanea 10 esame, J gruppo di controlie dovrebbe ncevere i vecolo al ivello di dose poy
elevaro usarg, Se una sosumza n esame produce una ndurrane dell’ingesnone o dell'unhrzanione della duesa, 8
potrebbe considerare necassano 'uso di un gruppo & controllo parallelo. Ideaimente, 3 meno che non tas houtaro
dalla natura fisico/ chumscs o dagh effern nologia dells sostanzs 1n esame, |l bvello de dose pri ehevato dovrebbe
wndurre effern coswa, ma non morntaliich pes geniton P, La dose(r) intermediai e} dovrebbe(ro) indurre effern tosna
mumms aconbuibils alls sonanta di sagpo ¢ la dose pri bassa oon doviebbe andurre effern conoran cssexvabili an
genston o sulls prole. Quando sommunistrato con soads o i capsula, il dotsgpo di ogrs ammale dovrebbe essere
basato sl peso corporeo ded angolo anamale ¢ regolsto scramanalmente per tener conto da cambiamenn def peso
corporen. Per le femmune gravide, 1 dotagp potsono essere basan sul peso corporeo al pocdo 0 o al §° porao di
grandanza, se io & desidera.

Saggro limate

Nel caso di sostanze ¢ bassa tosuoti, se un livello & dose & almeno 1 000 rag/kg non produce untom o
wnrerferenta con La funzione nprodurara, studi con altn bvell di dose possonc essere coanderat son nearssan. Se
uno srudio prelumunare con un hvello di dose elevato, con evidents preciss di woats materns. non tvidenzia
effern avvery sulls ferulita, study con aitn bvelh di dose possono essere conuderan non necessan.

Svolgrmentc del soggro
Programmi sperimencali

D dosaggo pornaliero da geruton maschs P dovrebbe comincare a arca anque-nove scramane di etd, dopo
svezzamento ¢ acchmatanone per imeno 5 pocmu. Na ram, d dos2gpo nene contmuato per dica scrnmane prma
del penodo di sccoppramento (per « tops, ono serumane ). | maschy dovrebbero cisere saenfican ~d esaminan 2
alla fine del penodo di accopmamento oppure, aliernanvamente, &35 potsono eiwere manienud con s dwets
spenumentale pet Is potnbile produnione di una seconda fighata ¢ dovrebbero essere saenficao od esamunan ub pe’
pruma della fine dello studio. Per ke femmune genutnc P dotaggio dovrebbe cominaare dopo almeno § porm db
accinatanooe ¢ contauare pr almene due serumane pama delllaccoppramente. I dosagpo pamaliero delle
femmune P dovrebbe conunuare durante J penodo di accoppramento di tre setamane. la gravidanza ¢ fino alle
sverzamento della peole Fy. S dovrebbe porre actenione 3 modifiche ded programma di dosagpro sulla base di alore
informanon dispombids sulla sostanza in esame, quab IMinduzione del suo mersboliumo o bivaccumulazione.

0 dosagpo degli ammal: F, comincs allo svezzamento ¢ wwmuns quande esm vengonoe sacnficaa.

Procedura di accoppramento

Negh studs degh offern toteo sulla aprodunone u po1sono usare | seguent wstémy di accoppiamento: 1:1 {un
mashio ¢ una femmna), oppure 1-2 .un masduo € duc femmunc).

Usando i sstema d accoppramento 11 1 doviebbe metere una femumina con lo stesso maschio finche la femmuna
non Amangs gravids o finche 000 9100 Tascorse g swerunane. Opu marang le femumiae do ebbero essere
esamunate per |2 presenza di sperma o di tappt vaganah. B gomo O di grandanza ¢ definito come d pormomcn n

Tova un uppo vagnale oppure lo sperma.

Tenendo conto dells spermatogencn, la prake F, non doviebbe essere accoppaa fino all'etd & almeno
11 sernmane per 1 1opr, ¢ 13 setumane perrram. Per accoppuamento dells prole F,, un maschw ¢d una femmuna

sono sceln coo merode casuale tra ogn fighata per sccoppramento iNcroalo con un aarnake di un’altra fighata
dello stesso gruppo di dosaggo. per produrre la geacrauooe Fy | masdu ¢ k fenmune Fy oow scein per

‘Taccoppramenio wono saonficas allo svexzamento.
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Le coppwe che non nescono 3d accoppure dovrebbern cssere studiate pes determinare ls cauns dells stenilis)
apparente. Quesio pud componare procedure quali, ad eserapro, quells di fornwe opportunsth supplementan &
accoppramento cos alth masciu o fetnoune provab, ssame nucroscopsco. degli organ nprodumn, ¢ esame del acle
estrale o della spermatogenen.

Dimensions della figliats

Gli an:mali sontoposn 2 dosaggio durante lo srudio d) fernlicd vengooo lasaan parorue sormalmente ed allevare
daberamence is prole fino alla fase di svazamemo.

Se u effertua una standardizzanone, 1 suggasce I sequente procedurs. Trad 1% edid 4° pomo dopo ls nascis, la
dimensione di ogru figliata pud essere regolaca dinunando 1 precoli u pait, 1a modo da avere, vella ousura del
posssbile quattro maschi ¢ quarro femoune per figliata.

Ogni voita che J sumero di maschi o di femaune noo permerce di svere quartro ammali di ogr sesao per Ggliats, ¢
accentabile una regoiaz:one parnaie (per esempro, Ginque masch ¢ e femmune). La normalizzancne noo @
applicabde alle figliate di meno di om0 puccoli. Ls standardizzanone delle Bgliate F; ¢ condorta nello stesso
nodo.

Osservanom

Durante rurto Al penodo di saggpo, ogm animale doviebbe essere sotoposto ad osservazione almeno uns voks al
pomo. 5i dovrebbero repstrare it ke vansuons comportamentali perunenn, | segm & parto diffiale o
prolungaro, € U 1 sintonu di 1oancitd, compresa i morzalivh, Nei penodi precedenn e duranee Faccoppramentn,
J consumo aiimencare pud sssere nususato setimanatmente. A sceita, J consumo aiimentare durante ls gravndanza
potrd essere muswrato ogm gorno. Dopo U parts ¢ durants Ls lattanone, le misurazion: del consurno di alimento
dovrebbero risere efferruate nello struso pormo della pesarura delle Ggliate. Cli ammali geniton (P od Fy)
dovrebbero esseve pesan ael pnmo porns del dougpo ¢ i seguno scmmanalvengee. Queste oaservancat
dovrebbero easere registrate individualmenze per oge asumale adulvo.

L2 durara deila gemazione dovrebbe essere caloiata dal gomo 0 di gravdaazs. Ognr figlisrz dovrebbe essere
esaMunals 10 appenas posubde dopo J panto per stabndire | numero ed U sesso dey precoli, der nats mort, der nats
i ¢ 12 prosenza di grosse anomalie. § piccoli morn e quelli sacrificau al 4° promo dovrebbe essere conservan per s
constatauone & posubidi difern.

S dovrebbero contare i na0 vivi ¢ procadere alla pesarurs delle Ggliate il mamno dopo ls sasors, pos il 4% ¢ il
7* porvo ¢ qundi setmanalmente fino al rrmune dellespenmento quando gli ammali dovrebbero essere pesst
wdividualroente. Si doveebbeto regsaare e anomale comportamentali delle geuena e dells prole.

Patologa

Necroscopia

Tura gli aumali sduln P ed F, dovrebbero ensere sacnfican quande oon prio necessan per valutare gh cffec
nproduraw. La peole F, aon scieuonata per Maccoppamento ¢ rurta iz prole F, doveebbe essere aanficats uns
volta svezzata,

A momenco del sacnfiao o della morte duranic lo studio, turt gli amumah gesuron (P «d F,) dovrebbero esere
ssaminan migoscopicamente per Mindinduanone & rurte le anomalie strurtural o be Mutazion: pacologpehe,
dedicande parncolare anennone agl orgaru del wsrema nprodurave. | prccoli morn o monbondi dovrebbero
asere esaminao pey ndividuare eventuall anomalse.

Istopatologia

Le ovae, Futere, J colla deifurero, ta vapna, i tesocoli, Pepdidimo, b vesachate semunali, la prosan, s
ghiandola della coagularione, [a ghiandols prustana e Forgana(i-benaglio di ruto gh anumals P doviebbero csere
conservan per ['esame mucroscoprco. Nel €250 1 ol quesD OTgani 60D Mano N0 esaminan u altn studi am dow
mulople, c351 doviebberd cuae CAAMUNIN Mecroscopcamente 1 oo gli sumali 4o grupps wanso oo dose
elevata e di controllo ¢ negli ammali che muoiong duranie Fepenmento, quando facabile. Gl organs che mosTano
wnomalic w quest ammali doviebbero quindi essere camunat w tuth gl ahn grupp di dose. In quesn cam. &
dovrebbe cuguure Tetame mucroxopwoe & mim 1 tessun e mosrano alterazions patologache macroscopeche.
Come suggento per le procedure di accoppiamento, gli ofrgams nproduton degh asumali wspem di senbicd
POs3ONO essere somnoposn allesame microscopuo.

———aaa o ————1
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. DATI
Elsborapone des neniten

[ dsts possono csicre nassunn 1000 forma di tsbells, wdicando per og gruppo tpenmentale i oumero di anumaki
all'inunso ded tagpo, i sunero di smumab gravads, 1 ops di cambiamenn ¢ s percentuaie degh amumais che mostrano
asscun opo & cambramento.

Quando poambile, 1 nmitan numena dovrebbero essere valutan coe un metodo sustttico idoneo. Qualnan
M0G0 IDIDCO (EDLrAlMEnte SCLLTTHO PUO esscre WNILLZATO.

3.1, Relazicoe sl sagpo
Nella redanione sul saggo devono figurare, se possbile:
— SpEcE/CEPPO ULStD,
— dao sulls nspoas tossica per sesso ¢ per dose, mchuw gli india d fernlics, gestanione ¢ vieahtd,
~ tempo di morce dursare Jo sudia 0 se gh aumali sono sopravvusin Bno alls coodunone dello sudio, |
= tabella indicante 3 pems &3 ogru Gghiata, D) poo medio de prccols ed 1 pew pdividuals der piccoh a tenmane,
~ effett tossic o alth effern sulls nprodunione, slls prole, sulls arsors posnarale,
— dats di ossecvaziong di ogr scgno aniomaio e decorso sucorsavo,
— dan sul peso corpores degh anumali P ¢ Fi,
— nsultan deils mucroscopa,
— descninone parncolaregpara di o | nsultat degh e nudrocopa,
— elaborazione saasbca da1 nsultan, quando appropnata,
— discyspone det nsuitan,

— nterpretanone de nsultan,

32 Valutariose ed interpertaziooe
Vedi wrodunione generale, pane B.

4 RIFERIMENT]

Vedi intyodunione generale, parie B,
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TOSSICOCINETICA

1 3 METODO

1.1 {(rrosunone

Vedi vwaoauzione generale, parte B.

1.2 Definiziom

Yedi introdunsone generale, pane 8.

1.3 Sostanze di riferimento
Nessuna.
1.4, Principi del meroda di sagpo

$i sommunistra [£ s0stanza m esame per una viz appropaats. n relanone agli obieran dello studio, Is sostanza pud
essere SOMMunSTrata, s dose singola o i dos npetute nel corso di penodi di tempo definit, 3 upo o pib gruppr di
amumab da sspenumento. Successivamente, 1n relazione al opo di sudio effetusto, a determinano la sostanza e/oi
wo metzbolin nes Qundi corpore ¢ aa tessut ¢/ o segli sscren.

Gli snud: possono essere efferruan con forme +non marcates o smarcates deile sostanze in esame. Quando ¢ fana
uso di un Marcatore, & opportunc che e130 us collocito nells sostanss 1 maruers tale de formre ls maggpor
guannia possbde di informazion: sul desano del composto.

1.5, Cnen qualitaovi
Nessuno.

1.4, Descrinone ded mesodo di sagpro
Preparapom:

$1 acchimatano alle condizom del laboratono par almeno anque porm pnma del sagiro ammali adulo sani ¢
povary, Prma del sagpo gli animali vengone muschian con meaodo casuak ed assegnan o grupps demosa o
trattament. In nuszionr speaali potsono cusere usat anunali molto povam, femmine grande o preTansa,

Condrpom spenmentaly
Animal) da esperimento

Gh smudi tomncoanena prusono ewsere efferruan wu unz o ptit speoe aumab appropnate, ¢ dovrebbero renae
conto Jdelle speae usate o che s pensa di usare per 2 mudh tsscolopa sulls medenma swostanza v esame..
Quando in yn 1aggo . f3 uso ds ram, 'a vananione def peso corpores non dovrebbe csere maggore del 1 20% del
peso medio.

Numero e sens0

Per gl srudi di 2ssorbimento ¢ di esrezione sarebbe opportune che 1 aascun gruppo di dose v ano vunaimence
quarzo aumali. Una preferenza per l'uno o Maltro 50330 fon ¢ unperativa, Ma w dotermanate Qreozanie pud esiere
necessane studiare enamby 1 sesu. Se m 1ono differenae di nsponta secondo 1 sesa, yuaare wdindw per sesso
dovrebbero exsere soctopost al saggro. Nel caso di stud su ammali diversa dai roditon pud exsere usaro un aumao

minore di individw.
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Quando & studis la discributione na tessun, |s granderss del groppo wunale dovechbs teoere como s del numaro
deghi ammah dp sacnficare @ auscuns fase che del sumers delle (an ds ampderare.

Neghi studi def metabolisno ke dimensioni del gruppo sono in relazione oo ke eugenze specifiche dello snudio. Per
gli srudi con dom mulnple ¢ in fasi mukiple, ke dimensoni del grappo dovrebbero trnere conto def sumero sia.delle
faxi che dei sanfic in programmas, ¢ is ogui case il gruppe non deve comprendee meno & due anumali, Le
dimcasions def gruppo dovrebbero essere sufficent per fornure una carsaenzzanone accrnsbile dell'assorbumen-
10, dd plitesu ¢ della deplenoot (s seconds de} caso coanderato) dells somanta w esame e/o dei s

Livelli di dosagpio

Ned case dells somvmunisoanone 1o un'unscs dose aimeno due livelli di docagpo doviebberv csscre usan. Vi
dovrebbero essere una dose bassa, alls quale son 8 casérvano effern tosnd, ¢ una dote elevata, alls quale vi
POSsOnO tasere Lambiament der parametn toasicoanend o 1 manfestano effett toina.

Net caso dells somministrazione di dosi riperute 1a dose bassa @& normahneote sufficiente, ma in determinawe
arcoganie pud essere necessania anche una dose alta.

Vie di somministratione

Gli studi tossicncinerici dovrebbero gssere effettuan facendo uso della swesky via 2, ¢ def caso, dello nesso veicoio
utato, 0 che 0 pensa di usare oegli aliri studi di coswaitd. La sostanzs in came & normalmente somministrats per via
orale mediante sonds gasica o nells diets, o & spplicacs alls cure, o sommuniserats per inslazione per periodi di
cempe definit a grupps di ammali ds esperumento. Per la determunanone dell*assorbimento relativo per aloe ve
pud essere yeaile la sommmisrazione dells sostanza in elame per via endovencss. Ento breve tempo della
SOMMUMSTAZIONE endovenoss di una sostants ¢ moltre possibile orenere wiili informanoni sl suo profile di
Si dovrebbe tener presente la possibilitd di un'interferenza fra il vescolo ¢ la sosianzs i esame. 5i dovrebbe fare
attenzone aile differenze di sssorbunento fra la sommumstrazione delle sostanss in esame per sonda gasiica ¢
nspetvamente neil"alimentazione, ed all'essgenza di una determnarione precua detla dose, specialmente quando
la sostanzs 10 came viene sommunustrata coo la dieta,

Periodo d1 osservazione

Tuco gli arumali dovrebbero essere ozservat quotndianamente, ¢ dovrebbe etsere press sots di rum i segni di
tosnatd ¢ degh alon dlemenn clinig nlevana, wi comprest i momento dellinsorgenza, @ grado ¢ lo durata.

Procedimento

Dopo Ia pesatura degli ammaii di saggro n sommunistra per unz v appropnasa la sostanza in esame. S¢do »
conuders unportanre, gli anumali possono essere teoun 3 dipuno pnma delis sommininr azione dells sostanzs o
esame.

Assorbimeato
Ls velootd ¢ Veontd dell'assorbimento della sosanta somminusurata possono esserr valutate secondo divern
meradi, con o senzs gruppe di rifenimento (*), ad semprd:

— anraverso ls determunazione della quannid delfa sosanes in esame e/0 der suon meusbolin neghi escren, quab
Funna, ia bude, be fea ¢ Tana nspraca, ¢ della quanadd che runane oclls carcasss;

— amravenso d caffionto dells nsposta brologica (ad esempio negh sruds dells tosuatd scwta) fra @ gruppe
sottopost &) 13gpo ¢ s gruppr di controllo ¢/0 di nfenmento;

— anraveno il raffronto dells quannd di sowrans e/ o di merabolita escreta per via renale no grupps soctoposa al
saggo ¢ 1o grupps di nfenmento;

~ atmavenc la determinazsone deil'ates 1l & sotto della cutva del livello plasmanco in funpone del terapo dells
10312028 W csame ¢/0 da sucs metzbolin, ¢ attraverso il raffronto con 1 dan di un gruppe di nfenmenco.

") In queso mecodo un Euppe di nferunenio & un gruppo ol quake I 1OHANES N Hame ¢ WWMMUIET M per wa'soe Tw che pormere Le
dispomibalud compiecs dells doee,
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Distribuzioss

Sono atmaalmemis disposbili due procedure che pinsodo essere ugate insieme o wparatamente per e snalisi dei

profili & disnbunone:

= un'unke informaions quakitanvs i omene facendo uso di tecuche autacadiografiche su tunro il corpo;

—~ un'informancot quantinstive % omicne sscnficando ghi animali 8 intervalli dGvers dopo Pesposizione ¢
daermunando Is concentrazione ¢ [a quasned dels sostanis i csame /0 dei soot metaboliti oe eyt ¢ oeghi
organs.

Escrezione

Negli studi di escrerione u rxccolgono Nuring, le fed ¢ Faria espirsia ¢, in determinare crcosante, ba bile. Ls
quantth dellz sosranta in esame ¢/ 0 dei suoi metaboliti dovrebbe exuere misuravs in devo escoren ad intervalli diversi
dopo Fespourione, fino 2 che sia staiy excreto intorno al 35 % della dose sommnistrata, ovvero per sevte giorni,
second La condizione che s verifica per pama.

fn casi speciali pud cssere accesserio considarare ecrezione dells sostanzs i esame oed lame deghi animali da
cspenumento che aflartano i pucoli.

Metabolismo

Per dererminare [estensione ¢ i profilo del mersbolismo si doviebbero analizzare campioai biclogici secondo
vecniche appeoprisre. Se w & la necesmieh di dare nisposta 2 queniti denvant ds scudi tossscologic precedenn s
dovrebbiero chisrwe le strutrure des merabwliti ¢ proporre vie metaboliche appropnate. Per ottenere informazioni
sulle vie meiaboliche pud esaere proficuo effetmare studi in vioro.

Ulteriori informagioni sulle relazioni frs il metsbolismo ¢ La rossicitd possono essere onenure da studi biochimidi,
quali 1 determinazione degli effern s sistemi di caniens metabolizzano, sulls deplezsone dei compbsn sulfidnlic
endogens 00a proteia ¢ ruiffunsobe deila sostanza con macromalecole.

2 DA

tn relazione al tipo di sudio efferruato i dani dovrebbero clsere riassunt in foema di tabells integrata se ded caso da
tappresentanion grafiche. Per asscun ruppo di agpo dovrebbero essere poste 1o evidenza, io rumd i £28 in cui ad
& possibile, hmﬁcM&wnMﬂmmﬂhm.dMeﬁ
organs, L'enoth deil’assorbimento ¢ i quanod ¢ 1a velocid dell'escrezione dovebbero cusere

metadi appropnan. Quando a efferuanc sudi ded mecabolismo, hmmudnmbobnldmnﬁmnm

axsere dats ¢ ke poanbili vie metaboliche presentace.

3 RELAZIONE

31 Relazivor ml raggio

Nells relauone mal sagpro devono Bgurare, se peanbile:

~— SpEOE, CEPPO, provensenzy, condizon: ambwentali, dieca,
— caratentancee di evenmal msteuli @arco,

~ livelli &i donagpo ¢ wervall otan,

— ns o v di somminRranose ed oga vexcolo viato,

— effers rossis ed alen effero ouervao,

— metodi per la determusazcoe dells sosanss o ctame ¢/0 da suot metabolin ner camprom biolopay, w
compress fana espuata,
— presentanone 1o {orma tabulare delle misurazioni per sesso, dose regame, tempo, tessun of organs,

«= preientanons dellenntd dedl’sssorbumesto ¢ Jellescrezione nel empo,



15-2-1990

Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Serie generale - n. 38
e

e

32

— metodi per la caranerizzaziooe ¢ lMideonbeanone & metsbolit aei camproni bvologici,
« mevodi per e susurarions biochusuche conceroent 3 metabolismo,

— wat proposz per d merabolisno,

= discussions dei nsuhtao,

— mourpretanone da amltas.

Valutaziooe ¢ interpretatione

Vedi incoduzione generale, pare B.

RIFERIMENTI
Vedi introduzione generale, parve B.
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SAGGIO DI MUTAGENES] E PRESCREENING D1 CANCEROGENES)
MUTAZIONE GENICA: SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODO
L1 Introdusioae

Vedi inrodunione generale, pane B,
1.2 Defiaizioni

Vedi invoduzioos generale, pane B.
1.3, Sosuanze & riferienio

Nessuna.
1.4, Princips ded mesodo di saggio

Per nusurare Minduzione di mutanom geruche indortx da sgenti chimici, con € senzs attivarione oerabolica, pud
essere {2010 uso di una vanevs di cepps apiowdi ¢ dipiodi del lievito Saccharomyces cerevaise.

Sono stay vilizzat wntemu di mutazione in avana in ceppr aploidi, come ls misura della mutazione d3 mutano
rossi, ncinedent aderuna (ade-1, ade-2}, a doppe mutann bianchi richivdent adenina; ¢ ugemu slovi come
I'indutione della reststents alls canavamunag.

D sistema di ceromutazione pii 'argamente convalidato comporta Puso del ceppo aploide XV 135-14C che pora
le muranom di tipo «xenza senaoe (ochre) ade'2-1, ang 4-17, lys 1-1 ¢ op 548, le quali possono essere reverzite da
mutagens che wducono sosntunon di base ned st speafico o mutazions che soppamono «ochres. 0 ceppo XV
185-14C porta alores il marcavore bus | - 7, @vanoee & tpo =senso sbaglisros revertta principshnese ds
mwranon oel secoodo uro, ¢ 4 marcatore hom 3 - 10 che viene revertio da mutageni che inducono mutatom del
apo eunsernone-deletiones.

Fra 1 ceppn diphoedi det §. arrensiac f solo largamente convalidate ¢ & ceppo Dy, omongoce per dv 1-92.

1.5, Criveni qualiuscvi
Nessuno.

1.6, Descrizione def metodo di saggio
Preparan

€ opporrunc preparare le soluzsom delle sos ante 1b esame e dn composa di controlle o di nferunento, wervendon .
di un vercolp appropnaco, & momento dellefferrusnions def test. Con 1 compost organsa non salulnli in acqua n
devono usare solenom dy wivenn organsa quah Faanole, Macrtone ¢ il dimendsolforudo {DMSO) 3 0oa pri del
2% @ volume (v/¥! Ls concraranone finale ded solvente non dovrebbe wiluenrare n modo opuficaovo la
wiaahitd cellulare ¢ & caratiensoche di anan.

Attivalione metabolica

Le celluie vanno exposte alle somtanze 1 esame 53 m presents che W sssenzs di un unema appropoato di
amvanone meabohca caogens.

0 ustemas pui comunemente utato ¢ una fraticoe postmitocondnale itegrats con cofanon, octenvts duw fegan &

roditon pre anan con agenn che nducano ensms. Per Patovanione metabolica pud essere appropruro anche Muso
di alere speae; di aloy ceasua, di alore franon posmstocondnali o di sltn procedisnenn.
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Condivom di cffctrnasrone del sagpo
Ceppi

! ceppé pit largarsente ussti argli studi sulle mutanoni geoacht 8000 il arppo aploide XV 185-14C ¢ il ceppo
diplovde Dy. Possono essere appropnas anche alty crppr.

Tettens di colturs

Per Iz devermunanone dells sopravnvenzs delle cellule ¢ del numero der mutann & fatto uio & rerrenu di colrurs
APPrOpnIn.

Uso di concroili megative ¢ positvi

£ opportuno procedere ia parallelo 8 conolli pounvi, nom rartari ¢ con if solo solvenre, Per Giascun evento
gtoeocn speafico vanno usate appropriste sostanze i controlle powutive,

Concentrazioni

Occorre far uso di almeno.§ concentrazioni sdeguatamente intervallate dells sostanza in esame. Per ke sostanze
tosuche la concentrazione piis elevats usats pel test'non deve ndurre b sopravvivenza s meno del $-10 %. Le
sostanze relativamente insolubili in scqus vanno sagpate fino &f loro limite di solubilith secondo procediment
appropnan. Per le sostanze non wanche completamente solubili in 2cqus ls conceoaznone massims va
determnata c230 per caso.

Condizions diincubazione

Le piastre veogono wocubate per 4.7 giorn: 3 temperatura ds 28° 2 30 *°C oclloscunitd.

Frequente delle murszioni spoatance

£ opportunc usare subcolrure con Erequente delie mutizion: spoatenee enoo i limit sccentati cormme sormali,

Numero delle repliche

Per la determinanone dei prototrofi che # inducono per mutazione genica ¢ della sopravvivenza cellulare &
oppormuno fare uso di almeno tre piastre di replica per concmzrazione. Nel caso di esperimenti nei quali si usino
marcaton 2 bassa frequenzs & mutanone, quali hom 3-10, per poter onenere dad aveno rievanza stanstcs ¢
necessdne aumentare il numero delle pustre.,

Pmudhwng,

B tratamento da <eppi di $. cerevisiae niene oormalmente effertuato secondo un procedimente di vewr in
sospensoae liquds coo impicgo di celiule quiesana o 1 aresats. Gli sspenment imziali dovrebbero essere
condom w cellule 1 aresota. S espongono alla sostaaza i esamie per uns durata fino s 18 ore & temperatura ds
23* 3 37 *C ¢ in aptanione 1-3 X 107 cellule/ml; in cau opportum, oel cono ded wanamento 5 agpunge ung
quanoth adeguats & un usems & amvazione metabolica. Al termine del wanamento 8 procede alla
cenmnfuganone ed o lavagpo delle cellule of alla loro semuna s us terreno di colrurs appropristo. Dopo
ncubanone & analuzanc e puastre per la determinanone della sopravavenzs ¢ dell'induzione della mutazione

genica.

Se il pnmo espenmento ¢ negaovo U wcondo cspenmento dovrchbe exsere condono m cellule quicscena; s il
Pruno espenmento ¢ pONoYo, viene confermato W un appropato espenmento wdipendente.

2. DATY

1 da0 devono casere presentan i forma dj abelle, con indicarione del numero delle colomse contate, del sumero di -
mutann, dells sopravvivents ¢ della frequenta da mutana. Turo 1 nsuhan devono cvsore conferman io ea
cipenmento wdipendente. 1.dan devono cusere stabidio secondo metods siansno appropruo.
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B RELAZIONE

i1 Relarione sl saggio
Nells relazioor sl wagpo devone figurare, s¢ possibie:
— CEPPO UIatD,

— condizioni di effermuarione del tes: cellule in fase wazionaria 0 w cresons, compomzicne dei terrem,
temperaturs ¢ durata delllincubazione, nsremu di arovasioor metabolica,

— condiziom de} martamento: livelli di esposizione, procedimento ¢ durata dd wantamento, tanperaturs di
tatamento, controlli positin ¢ negaow,

== numeso delle colonie coutate, sumero di mutano, sopravnvenza ¢ frequents da muiann, relancee
dose/ tisposta se disponibile, valutaziove statistca der dati,

- discussioos dei risultan,
- ungerpretanone da risaliad,

3.2 Valutavione of inverpretarions
Vedi introduzione generale, parte B.
4, RIFERIMENT!
Vedi introdurione generale, parce B,
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RICOMBINAZIONE MITOTICA: SACCHAROMYCES CEREVISIAE
1. METODO

Ll Iszrodutione
Vedi introduzione geoerale, parte B.

1.2. Definizioni
Vedi-inoroduzione generale, paree B,

1.3 Sosaras & rifcrimento
Nessuna,
1.4, Principi ded metodo di sagpio

La neominr. sone mitotics in Saccharomyces cerevisiae pub essere rilevata frs geni (0 in linea pid generale fraun
geoe ¢ d 5o centromeso) ¢ slnterno dey peni. 1.2 prima delle due eventualith # denomunata arossing-over mitotico
€ geners prodori reciproc, mentre 1s seconda evenrgalith & per o pid non reciproca ed ¢ depominata convernane
BeRCS. ﬂmmmmmmmmnhmdimomm

reverunb protowrofici in un crppo suxotrofico etcroallelomorfo portante due divers alleli del medesimo gene. |
ceppt pilt comunemente usan per s rilevatione dells conversione genics mitotica socq i ceppi D, (eteroaliclomorfo
w sde 2 ¢ ap §}, Dy (eteroallddomorfo in up $), B2, (steroaliclomorio in arg 4) ¢ JD1 {eteroaliclomarfo in bis 4 ¢
ap $). I-crosung-over gutonco producente ienion omongon di colore rossa & rosa pud essere determinaro nef
ceppo D; 0 m D, {che muura anche s convernuone gemsce mitotics ¢ ls recomutzzions in ilv 1.92), exsendo
enrambn | ceppi eerosliclomort per alleli complementano di ade 2.

1s. Criteri qualitativi
Nessuno.

1.6. Descrivivee del metode di uggio
Preparanon

£ opporruns peepasare be solunom dells sostanza in esame ¢ dei composn di controlie o di riferimenco, facendo wso
di un solvente appropnato, al mamento di procedere all'efferizanone del test. Con i composts orgastia 00a solulxli
10 3cqus & OpporTunD usare solventi orgamsa come Fetanolo, Macetone ¢ il dimetitsolfowsida (DMSO) s oon piis ded
2% (v/+). La conceniranicae finale ded solvente non dovrebbe alterare significanvamentr Is vitalich celiudare ¢ ke
caratichstiche di crescay.

Attivarioae metabolica

Lt cellule devono essere esposte alle vostanie w esame 3 in presents che in aenza di un sinems appropasto di
amvanone meabolica esogena. § usiems pro comanemente usaro ¢ uns franone

vare con colsteon ¢ oncouta du fegat & roditon pretratat con agenn che inducono enzuma, Per Mattivanone
metabohica pudessere appropriato anche Fimspugo di alre speae, di alon sesmm, di alge frazsons posarutecondnati

o 4 aln procedimenn.

Condipom spenmentab
Ceppr

I ceppr pris brequentemente uiaD 4000 1 coppe daplondi D, Dy, Dy, ¢ SDL. Pud crsere approphiasto anche llimpeego di
alin ceppe.
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Terreni di cofturs

Per Iz determinarione dells sopravvivenzs ¢ della bequenzs dells ricombinsrione mitotica & devond usare werreni
di coltuta appropnian.

Uso di conreoili negativi ¢ positivi

E opportuno effcrruare in parailelo controlli positivi, controdi noa tanat o wattah con 30lo solvenie. Par aascun
apo speafica di ncombinazione devono essere usate I appropriate wnanze di aoacrollo posbvo,

Conacentrazioai

E opporruno fare uso di almeno dnque concentrarioni defls sostanza in esame adegustaments intervalisre. Trs i
fanon da prendere in consideranone v 5000 I8 citorosscitd ¢ la solubiliti. La concenwrazione pid basss pos deve
prodursre sicus effetto sulls vivalich cellulare. Per ke sostanze rossiche, la pid aka concentrazione 1aggiats non deve
aidiarve 1s sopravvivenza s meno del 5-10%. Le sosanze relativamente insolubib in acqua devono essere saggpate
fino al lovo Limite di sohubilith secondo procediment sppropnan. Per ¢ sostanie son toesiche altarente solubili in
acqua s concritrazions mastina del tewt va detcrounaty caso per caso.

Le celfule posaono essere esposte alle sostanze in esame in fase stazionaris o in fase di cressita per periodi ino a
18 ore. Nel caso di tempi di rartamento prolungats occorre furtavis acoertare mediante esame microscopico che
nelle culture son v siz formazione di spoee, Ia cui presenta invaliderebbe 3 ent,

Condizioni di incubazione

Le piasae vengono incubate nell’oscunth pet 4-7 giori s temperarura da 28 * 2 30 'C.chimnusaupul'mlid
" dei setzon omengot di colore 1040 € roseo denvano dal rosung-over mitotico vanno nittavia tenutz in frigonfero
(4 *C) per ua altro aclo di uno o due pormi pnma dell’analisi, per dare tempo allo snluppo del pigmento elle
colome ncombinand.

Frequenze deils ricombinazione mitorica spoataaea

£ oppormune uwre webcolnire con frequense di ncombinazione mitoncs spaatanes enro i limun accettan come
aormali.

Numero delie repliche

Per la determunazione der procotrofi prodesn dalls conversiont genaca qutonca ¢ per quells deils sopravvivenzs &
opportuno fare uso'di un muaema di tre prastre di replica per concentranone. Nefla derermunanione dells omongosi
recesnva derivante dal aosnng-over mutooco d numero delle piastre va swncniato i oda da OKENETE UN NUAKTO
adeguare Ji colonse.

Procedimento

B travcamento dov cepps di S, cerevisiat vicoe oovmalmente effetruato in yn procedimento di test in sospensione
liquida con celule w fase sationana ¢ w fase di creats, Esperuscan vutiali dovisbbero emere condorm w cellule
1 fase di aesona. $i capongono alls sostancs o esame per uns durats fivo 3 18 ove 3 wmperstura da 20 * 2 37 °C
con scuoamento | - § x 107 aeliule/ mi; nel corso del orattamento, nn can opportum @ agPunge una quanadh
adeguacs di up neema di smvanone metzbolica. Mmdzluaumwsm:ﬂaanmfuwmedd
lavaggo delle celtule ed aila loro seming su un cerreno di colrura appropnate. Dopo Miscubazione 1 analiczano le
prasise per is dererminazione della sopravwivenaa ¢ dell'induncee della ncombuanone misoocs.

Se 1) prumo espenmento ¢ negzavo i secondo dovrebbe cssere aeguito su cellule quiesent; &2 d pnme espenimento
* & pounvo, J wooedo vene coafermato wr un esperunento indipendente appropnato.

L DATY

1 dat deveoo sucre prewcoian u forroa di tabefle, con indicanone de! sumero da ncombwnana, dells
soptavnventa e dellz requenza det ncorobnano,

Tum ¢ nsuhan devono esvere conforthat m un espenmento ndipendeote. 1 dao vanno wabdin per valutanooe
weondo mnod saosua appropran.
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3 RELATIONE

3, Relaxios: il naggio
Nells relatione sl sagpio devono figurare, se possibile:
— CEPPO UIAtD,

— condnom & tHormazione del tes: cellule in fase stazionaris o di crescits, composizione dei terreni,
temperaturs ¢ durats SellMnocubazsone, nxeny d stuvanone metabolica,

— condizion: del wanamento: concenirazone di espouzione, procedimento ¢ dusata del rattamento, tempera-
furs & rattamnente, controlli pouitivi ¢ aegann,

— numero di colonue contsee, numero des ricombinanti, frequenzs dells sopravvivenza e dells ricombinazione,
relavooe dose/risposts e posubile, valutineor stanshes de day,
—~ disonnone dei risultes,
— inuTpretancne de risalkat.
3.2 Valuisrione od interprovarionc
Vedi introduriooe genesale, pane B,

Vedi iptroduzione generale, paste B,
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CELLULE DI MAMMIFZR! IN VITRO: SAGGIO [ MUTAZIONE GENICA

1. METODRO

11 lerreduniooe
Vedr moodutsohe generale, parce B.

1.2, Defirarione
Vedi introdunione gonerale, pane 8.

1.3 Sostanze di rilerimento
Nessuna,
1.4, Principi del mewdo di saggio

Per la nlevinone & mutazioni indorte dr sostanze chimiche pubd cxscre fatto uso di ustem di colinurs di'celiule di
mammien. Fra 1 op: di cellule ped largamente wsan figurano le cellule di linfoms ditopo LEI78Y ¢ le linee CHO ¢
V-7% di cellule di hamuer cinese. In queste linee celluiani i sinem pilh comunemente ¢3a6 misurano mutazion oei
oty della umading chinas (TK), dells woramuns guanina fosforboaid wansforas (HPRT) (V) ¢ della Na*/K*
ATPase. ! siswenu di mutzzion: della TX ‘¢ della HPRT evidenziano mutarioni ded dpo «sostituasone di baser,
mutazion del tpo »nserzione-delcniones ¢ pucole deleniond;  umema Na7/K ™ segrals soltanto mutazioni del
upo ~sosntunone di bases.

Le cellule defioent di imidina kinasi (TK), 2 causa della onutazione i avant TK* = TK", 000 reustena alla
bromodeossiunding {BrdU}, alla Buorodecssunding (FdU)) ¢ alla mfvoraturuding (TFT), non essendo detti
anametabohin wcorporan i sucleotdi crlhulan dafls nmuding chinag del wstems enzimanca odi recuperos; o
nucleondi occorreno per d metrbolismo celiulare sono onenuti unscamenie dails ontesi de voveo. [n presenzs di
amuding chinas la BedU, 1a FdU ¢ la TFT 3000 per contro incorporate on aucleondi, con amseguear inibiziooe
del merabolismo celiulare ¢ deils atornau. Le cellule mutant 1000 codl in grado di proliferare 1o presenzs di
BrdU, FdU o di TFT, menmre Je crllule esormaki, che contengone nmiding cunan, noa lo possooe fare.

Analogaments J¢ cellule con insufficienza di HPRT 1000 selczionate per reustents alla §-atagusning (AG) o alls
é-ooguanna {TG). Le atllule oo alteranone defla N2*/K* ATPase souo selezsonate per resimtenza alla
ousbang.

Per la devermunanone dells atorosnaith o musaes fefferro della sostanza i esame sudla capsond di formazione di
calonse (effioenza di donaggpo) o sw tasa di cwsata delle colture. La deveraunanooe dells frequents do mutana &
cffeitus 3 wa volta semunando aumen son & cellule (o un terreno contenente Fagente selérave pey indinduare ic
cellule mutano, e w un terTenc senzs ageee selerove per deermunare Peffaenis di donaggo. Dopo un
approprato penodo di incubanione 2 contane k colonse. Le frequente doy mutano @ calcolane i base al aumero
delle cvioaic di mutana coe s correnooe cestive alfefboenzs di dovagpo delle celiule,

1.5. Crineri qualtadvi
Nessuno.

1.6, Descriviooe de) metodo di sagpo
Preparagons
Cellule

Per J npo di deteraunatione qui considerace ¢ disperubie tuna una sene di linee cellulan. Esse comprendono dex
subclons di cellube L$278Y, CHO o di cellule V-79 delle quab sono sate dumostrate la wnubnlith agli ageno
mueagens chima, l'elevaa effiamza di donagpo ¢ la bassa frequenes di mutanons spontanee. Lz cellule possono
essere conwollare penodicamente per quel che nguards ls sabilitd da canoapo, o ¢ comunque opporTune
sccertare Fawwrnza n cnse di contaminapone ds sucoplasma. € posabde usare anche altn ope di celluie, 2
conditione che ne 2 prenamente documenta fs validich per la dererminanone delle mutanons gensche wdocte,

chumucamente.

{") Cub HOPRT.

— 106 —



15-2-1994 Supplementa ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 3§

Ferreni di coliura

£ necessario valersi di terreni di coltura ¢ di condizioni di incubazione (temperatura, recipienti di colura,
concentrazioni &i CO,, umiditd, ecc.} appropriati. § terreni ¢ i sieri vanno scelt in relazione ai sistemi selettivi ¢ al

tipo di cellule usati nellz determinazione,

Sostania in esame

Le sostante in esarne possono essere preparate in terreni di colrurz ovvero disciolte o poste in sospensione in veicoli
tppropriati prima del trattarnento delle celule. La concentrazione finale ded veicolo nel sistema di coltura non deve
influire sulla vitalitd delle oellule o sul loro 1asso di crescita.

Attivazione inerabolica

E opportuno espome Je celiule alla sostanza in esame sis in presenza che in ascenza di un sistemn esogeno di
attivazione metzbolics dei mammiferi. Akernstivamente, quando si fa uso di tipi di cellule con anivith metsbolica
endogena & apporrunc che Pensich e ln notura di derea attivith siano conozsiute come appropriate 2lla clasce dinica...
che si stz esominundo.

Condizioni sperimentali

Uso di controlli positivi e negativi

E cppormuno includere in cigscun esperimento dei conrrolli positivi, valendosi gia di un composto ad azione diretta
the diun composio per il guale cecorre anivazione metabolica; ¢ aliresi cpportuno efferruare un contvollo negarivo
{d+l veicolo).

Quali =ampi di sostanze che si prestano ad essére usste come controlli positvi si possono citare le ceguenti:

-— compost ad azione direrta:
- etiimetansulfonaro,
- jcEntone,
— compaosti ad azione indirerta:
— 2-acetilaminofluorene,
— 7, 12-dimedlbenzantracene,
- N-nivosodimetilamina.
Se del caso, si pud ancors aggiungere un ulteriore controllo positivo della medesima classe chiiica dells somanzain
esame.

Concentrazioni

E oppormno fare uso di diverse concentrazioni dellz sostanza in esame. Dette concenirazioni devono produrre un
efferto toasico proporzionale alie concentrazioni stesse, nel senso che Is concentrazione pit elevata di lnogo sd un
livello ridotto di sopravvivenza, mentre alla concentrazione pib bassa la sopravvivenza & approssimativamente
delio messo ordine che nel controlio negativo. Le sostanze relativamente insolubili in scqus vanno saggiate fino a)
foro limite di solubiliti secondo procedure appropriate. Per Je sostanze non tossiche completamente solubili in
acgua |z concentrazione pit elevaws della sostanza all'esame va determinata caso per caso.

Procedimento

£l numero delle cellule usate per Je varie colnsre deve exsere in relazione con la frequena delle mucazion: spontanee;
un criterio di carsttere generale consiste nell'usare un sumere di cellule vitali pari ai decuplo dell'inverso delle
frequenze delle mutaziom sponanee,

Le celiule vanno esposte all'eficrio defic sostanze per una durata edeguats; nella maggior parte dei casi ¢ efficace
un'esposizione da 2 a 5 ore. Le eellule che non banno un'atvivitk metabolica endogens sufficiente devono di
preferenza cisere asposte aila sostanzs in esame sia in presents che in assenza di un appropriato sistema di
sttivazione metabolica. Al termine del periodo di esposinone le celiule vengono lavace ds ogni oreccia della
sostanza in esame ¢ poste in coftura per la determinazione del)'efficienzs di clonaggio ¢ per consentire l'espressione
de) fenotipo mutante,

Al wermine de! periodo di espressione, che deve eseere sufficientemente lungo per rendere possibile un’espressione
fenotipics pressocché omtimale dei mutant indor, le cellule vengono coltivace in un mezzo rispettivamente con ¢
senzs gpent selernivi per la determinarione del pumero dei mutanti e dell’efficienza di clonaggio.

Tuerd i risultati vengono confermati in un esperimento indipendente.
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§ dan devono cusere preventat i forma di tabelle, Devoot esere presentati | conteggs defle singole piasre, per Ls
JoRanza o eame ¢ per of controlio, sia per Modunone delle mutations che per la sopravvivenzs. akresd
essere indicen § sumero medio delle colonie per puastrs ¢ la deviazione standard. La requenta defle wataiond va
cipressa quale sumero dei mutann w relanooe al sumero delle celfule sopravvissute. La sopravvivenzs ¢
Fefficienzs di donaguio w0 espresse i forma di percentuale def tivello del controllo. 1 dats devono essere valutst

wcoodo metodi stanstici approphan.
3 RELAZIONE
i1 Relaziose wil saggio

Nella relarione mi sagpo devoso Ggurare, s possibile:
— apo di cellule usate, sumero delle colrure dii cellule, metodi per il mantenimento delle colrure di oeliule,

- condixioni di efferruazione del test: composizione dei terveni, concentrazione di CO,, coocentrazione della
sostants 1 esame, solvente usato, tempersturs di incubanone, tempo di incubazione, durata del periodo di
upmm(um.mmum&dmddhmﬂukm.wemmeﬂodm;h.
m;mmi.dmmddmm.kwﬂ*ﬂcdhkdmmdumm.w& axens &
amvazonz menabolica dei mammsfen usno, controlli pontivi ¢ negativi, ageute sclerovo ysaw,

— raprom deils selezione delle dosi,

— metodo usato per ) conteggio delle celhule virali e delle cellule mutann,
— valueaziooe matisxica,

— discuspooe dei risuitas,

— witerpretavone dey nsultag.

3.2 Valutaziost o itcrpretasione
Vedi incroduzione generale, parte B.

Vedi incroduzione generale, parte 8.

— 108 —



}15-2-1990 Supplemento ordingrio atla GAZZETTA UFFICIALE Serie generafe - n, 38
e ———— . ]

DANNO E RIPARAZIONE DEL DMA: SINTESE NON PROCRAMMATA DEL DNA - CELLULE DI MAMMIFERO IN
VITRO

1. METODO

il Increduricae
Vedi ntrodunions generale, parte B.

1.2 Definiziond
Vedi invrodusone generale, pare B,

1.3 Sostanze di nierimonto
Nessuna
1.4. Principi ded metodo di saggio

B tem dells suntesi son programmats ded DNA — Unscheduled DNA Syntemis (UDS) — misura la mnten di
nparszione det DNA dopo lesassione e la nmonione di un orsmo di DNA cootenente la toas del danno indonto ds
agent cumici ¢ fisici. D vest 4i bass sullincorparanone di timidina marcata con o100 (*H-TdR) ael DNA di cellule
di mamaufen che son & tovano nella fase § del aclo crllulare. Lassunnrone di 'TH-TdR pud essere determunata per
autavadiografia oppure mediante contegpo per santllarsone in fase liquida = liqund santllaton counang {L5C)
— del DNA dalle cellule oartace. Le cellule di mammuferi i colrura, 1alvo nel caso che s facta uso di epatocn
pruman & ropo, vengono Gatuace coo Nagenre all'esame cou e senza un usiema di aravanone metabalica csogena.
La UDS pud essere ausurscs anche m sisetu v vivo:

1.5. Criteri qualitativi
Nessuno.

1.6. Descrizione del meiodo di saggio
Preparazson

Le sostanze 1o csame ¢ quelie di coatrollo o di nfenmento vanno preparate 1 terreno di aresaita ovvero discioke o
poxe 10 sospensione m vescoli appropnan ¢ porancora dilwte n termeno di aresana pnma di essere utilizzate per
test. La coocentrazione finale del vescolo aoo deve produrre alam efferro sulla vitalivk delle exflule.

Nd et possono asere utlizzate colture prunaric-di cpatoao di rawo, di linfocin umani o di liner cllulan
stabilirtaee (ad esempio Abroblasn diplowd umars).

£ opportunc csporre ke cellule alls sostants 1 csame 3 1w presenta che wn assenzs 4 un unema appropnate di
amavanocne metabolica.

Condipom iperomenials
Numeso di colture

So00 necessane almeno due colture di cellule per Fautorsdiografis ¢ 3o colture (0 meno, se gusuficato
saentificamente) per. le determinazions LSC ¢ UDS per ogru punto spenmentake.

Uso di controlli aegarivi ¢ poninivt

£ oppormunc includere i aascun espenmento controlli umuitane pounw ¢ negsnn (non wattan ¢/o del wlo
vercolo), con ¢ wmas stuvanone metabolics,
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Esemps di conrrolli posovi per d vest su epatoan di rano sono d 7,1 2-DMBA (7,12 dimetifbenzatracene) ¢ 4
2-AAF (2. sarmlamunoflvorene). Nel caso delle linee cellnlan szabilizzate un esenipro 4 coorollo powtivn aa per be
determunanon sutoradiografiche che per Je deresmunanons LSC effertuste senza amvanone metabolics & 1
4-NQO (4-nitrochuncling-N-osndo), s N-dimeninizosamina & 3 sua voits un esempes di composta per conaroliy
posnvo quando sy fand uso di simem di smvanone aetabolics.

Concenirarsoni

€ opportuno fare uso di concentrazioni multiple della soranta 1 esame in ura gamma adeguats & fini dolls
deternunanone dells nsposa, Lo concentranone pid elevata deve dar luoge & quakche cfferto arctasuco,
compost relanvamente wsclubdi in scqus Yanno saggian fsv al loro limae di solubidich. Pex le sosranze son
tossiche altamente solubdi o acqua U3 concentratione massuna della sostania v wame ve determunnca cass par
caso.

Cellule

Per il manterumento delle colture & oppocrune fare uso di terrema & crescits, di concentranom di COy e di
condiziom di emperarars ¢ & amuditd appropnate. Le Upee cellulan sabnlizzaie devono esszre convoilae

periodicamente per escludere ls presenza di contammanione da mucoplasma.

Attivazione meeabolica

Con le colrure prumane di eparons soo s f2 uso di tistemi di atuvarione metsbolica. Le linee celiulan swabilizeate
od 1 linfoad vengono espostr alla s0stanzs 10 esame wa m presenza che in assenza di un uems appropruo di
amvanone metabalics.

Procedimenro
Prepararione delle coleyre

La linee celiulan sabilizzace vengono génerate da colouwra xock (ad esempo por mipumzapont ¢ mediaare
SEPArALIONE PeT CUONIENID), teunate n reapwno di coltura 3 denwtd approprista ed incubate 2 37 °C.

Colvure 3 breve mroune di epatocn di ranto vengono preparaee darco modo a cpatoat dissoqas di fresco is un
terreno appropaaro di sraccars 1lls superfice di cresora. Le colture w linfoat uman vengoeo pregarate secondo
tecnuche appioprate.

Trattamento delle coltyre con 1a sostanza in ¢same

Eparocn pnman di rano

Gii epatoan di rano uolan & fresco vengono traman con 1a sostanis o esame 1 un terreno contemnts "He TdR per
una durata approprata. Al ieroune ded penodo di trattamento le celiuie vaino tolte mediznte filtr2gpo dal terreca,
nsaacquare, fssate od esuccare. | venm vanno immeru 0 cnuluoae auroradiograbea (altanauvaments
possono usare pellicole adarte), esposn, mluppan, coloran ed tumeran.

Linee cellwlan stabndizzate ¢ linfocrn

Tecnuche ansoradiografiche: Le colrure di celluie vengono ssposte alla sostanza i esamw per una durata
Appropnata ¢ succesmvamense wantate con 'H-TdR. (a2 duraca sark daermoata dalls astura dells sostanza,
dall*amwies del ustema metabolizzane ¢ dal npo delle cellule. Per rdevare d valore massumo & UDS, ¢ oppoctuna
ppuagere 'H-TdR contemporancamente alla sortanza alf‘crame. ovvero eumo pochs qunun dall’esponnone alla
sostanta wexsay, Ls seeles fra t suddern due procedimenn 1ara Cacta in retanone alls posabibita di wteranom b s

somanes al'esame ¢ 'H-TdR,

Al fine d pover disunguere fra UDS ¢ la replicanione semu-conservauva ds DNA u pud vubue quest'ulumas, ad
esempro facendn uso di un ierreno deficente di arpuuna, 2 basso contenuco di siero o con idroanurea odd wezzo di
colrura.

Muure LSC di UDS- Prima del wanamento con |2 sostanzs o evame & oppoctuno bloccare ool modo che n ¢
Jescnnio sopra i'enurata deide cellule oella fase 5. Le cethule vengoeo pot rsposte al’a +ostansa i esame oc! moda che

¥ ¢ desanto per Tautoradigrafia. Al wermune del penode di wcubanane » curae d DNA dalle cellule ¢ 2
determinanc |l conienuro totale di DNA ¢ la miswrz della wcorporanicae & 'H-TdR.

Oucorre nlevare che quando » fa wso delle teemehe wpra desanite di tinfoan umany, b soppcsone dells
replicazione wru-conservaova & DNA non ¢ necessana v colture ron sumalace.
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Anzhn
Determinarioni autoradiografiche

Nella deserminarione di UDS nelle ceflule in colrurs son s conrano 1 sade in f2 S. £ opporrune contare slmeno
50 celule par concentranone. Le lasmne vanno codificate pruna def cooteggso. £ spportun cootare s assama
pusrng divern camm 1 caso interamence wparsa ta boro, Per ls decermunazione delts quanned di incorpotapone
di "H-TAX ned crtoplasmns & bese contare oel atoplatms ai asscuns cellula conteggacs e aree delle dumennons ded
aucieo.

Czterminazioni LSC

Nells dererrenanon LSC UDS oconere fare uso di un surters sdoguscs di calraze per o concentrazione ¢ per
centrolb.

Tuzt i reukan dovrebbeso et contmman in un esperipento avdipeadonss.

2. DATY

I dst devono eszore presentan is forms di tabelle.

2.1, Determinaxioni entocadiografiche

Dellz enctd dellincorporazione di "H-T4R ned ciroplasme ¢ ded vusacro dm granuli osservat bel nucleo delle cellubke
Y3 press pots sepazsiamente.

Per descneere ta dirnbuzione deil’enota dellincorporanione d "H-TdR odd atoplazma e del awnero do granuli
per sucloo pud etsere farto nfer:mento aily media, 3lls medians od al modo.

2.2, Determinszioni LSC

Per le deverminazion LSC, lincorporazione di "H-TdR va indicata in termwn di dpm/ g di GNA. B valore medio
di dpm/ug &i DNA con ls deviancoe standard pud essere usate per descnvere i distribuzione dells
INCOPOrABIODE.

1 davi devono essere valutad secondo metodi ansno appropriat.

1 RELAZIONE

il Relazrcae i wogpo
Melle relsuooe sl sgpe dovono Egurare, w possibile:
— ceilile gaate, devmcd ¢ oumero do patag i momeato ded manames, pswere delle colure di ceilvle,

— metods uszo per i inastenanento defle colture dr cellule, con tndicaione del ternens, della tempesarura e dells
concenmanone & COy,

- JONARIS (O €34DE, YOKTIO, CONConmanons € rzpom della soclia Jelle concenmrazons usate nella determuna-
none,

— dertagh nguardane 1 sistenn di storanone meudbohea,
- programmu di qatamento,

- conuolb‘pmmi € ncganvy,
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— tecica autoradiografics wsama,

~ peocedimens usan gy bloccare Fentrata deide celiule nella fase 3,

— procediment usati per Pestranooe di DNA ¢ per la determinazions del comtenuto totale di DNA oclle
determunarsons L5C,

—~ relspone dose-nsposta s del caso,

— valutanone KIDSOCH,
— discusnooe dei nauitan,
—~ aterprenanone de nsuliat.

kR Valutatiose o mterprrarioac
Vedi introdunone generale, parte B,

4, RIFERIMENT]
Yedi inroduzone generale, pane B,
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SAGGIO DEGLS SCAMBI TRA CROMATIDE FRATELLE IN VITRO

1. METODO

L1 Insrodusione

Yedi inrodunione generale, pane B.

1.1 Defmiion

Yedi ingodutione generale, pane B.

1.3 Somanie di riferimento
Nessuns.
1.4, Priacipi del merodo di 1aggio

Quello degli ambi r2 comandi frawlh — Simer chromatid exchange (SEC) — & un test 2 beeve tenmine per ls
rilevazions degli scambs recproa di DNA fra due qomandi fraell 4 up cromosoms w duplicanone. Gl SCE
rappresentano Tinterscambio di prodom della replicazione & DNA in comspondenza di loa 2pparentemente
omdlogh. D processo di scambio compona presumibdmente ts rotrurs ¢ la ciursone di DNA, ma sulls sus base
molecolare soa B conosce w realti molto. La alevarione degh SCE rwchiede qualche mezzo per marcare in modo
differensinle | cromands fraselli, ¢ questo pud cisere ottenuto mediante corpocanone di bromodecssiuriding
{BrdU) oed DNA cromosomico per due acli cellulan.

Colture m o di cllule di mammufen vengono espose alla sostanza i same ton € senza un sisterna csogeno di
atuvanone metabolics do mamoufen, i appropnato, ¢ poste i coltura per due odi & replicazione in terreno
aomtenente Brdti. Dopo un canamento con un inibwore det fuso (ad csempio la colchucing) per accumulare cellule
i uso stadio di muton d apo metafancs ic-metafase), b cellule vengono taccolte ¢ 1 procede slle preparsnioni

cromosomache

1.5, Criter qualitativi
Newsno.,

1.6. Descrizione ded metodo di saggo
Preparanoms

— N agpo u possono usare coltuse prumanie (tinfodo umand) o linee cellulan Rabilizzae (ad esempio exllule &
ovano di hamne anese). Le linee celludan devooo eusere controllse par escludere la presenza &
contammnarione da Mycoplasmas.

— Vanno uwsn tevrem di colrura ¢ condinom di incubazione (temperaturs, rropiend di colrura, concentrazione di
COy od umiditd) sppropnan.

— L& somanze 0 c3AMe POSSONO esscrt pleparate W wrreru di coltura ovvero discolte o poste un sospensiont o

vexcol: approprian pnma del arantamento delle cellule, La concenerazione finake der vexcol noy sustems di colrura
noo deve influre i mansera sgnuficanya sulla vialid o sul rasso di aesata delle cellule, od & parallelamente

opportunc venbcare s frequenzs degh SCE per mezzo di un controlio con solvente.

— € Wmmapomhoeﬂukﬂahﬂmmmuampmamnam.&unmamé
amnvapome metabolica di mammufen. Alternanvamente, ove'u facos uso di opy & oclluke con acovud
mecabolicz endogena. Nintensitd ¢ la narura dell’arov std devono exsere appropnate per fa dasse chumsca
sonopora all'csame.

Condinom 1penmentals
Numero di colture

Per oascun punio spenmentale dovrebhero aasere usate colrure almeno v duplcato.
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1o di controlli positivi ¢ aegatsvi

£ opportuno incudere in carcun esperunento dei conmrolli positivi, facendo uso sis di un composto ad ariont
direrta che di un compoao nchiedenie arttiranone mctabolics, ed & opportupo anche effctmiare um conmrallo del
vexolo.

Quali esemps di sostanze che i presiano ad essere usaze come conarolli posiov & posiono citare:

~ come compasto ad avoor direna:
— Petimeransulfonste,

- come composto ad arione indivens:
— 13 adolfosfamide.

Se del caso, pud essere inclusoe nell’espenmente un controllo positivo supplementare dells medesims dasse chimics
defla sostanza in esame.,

Cooncentrazions

£ opportuno fare uso di Pmeno tre concentranoni adegustamente intervallate dells sosanza in esame. Ls
concentranone pu elevars deve dar luogo 29 un efferio tossico significativo, ma deve ancora consentire i
venficaru di una replicazione adeguats delle ceflule. Le sostanae relativamente insolubili in acqus vanno saggiawe
fno al loro limate di solubilivd secondo procedimenti sppropriats. Per ke somanre non sossiche altamence solut i ia
acqua 1z concentranone massima deils sos1anza i slame v determinati caso per caso.

Procedimento
Preparazione delle colture

Linee cellulan stabulizzate vengono generate da colture stock {ad esempio per tripsibizzazioos o mediante distscco
per scuoumento), iemmnate in recpicnt di colters a dengii appropnata od incubate 2 37 *C. Nel caso 4 colrurs
monosrato. U sumero delle celiule per o reapients di colturs v regalato 1w modo che I colture son sisno
confluena 1 misura molto magpore del $0% af momento deils raccolts. Alternsuvamente, le ceBiule possono
essere usare in forma di cobtura 1o sospensione. Le colure di linfocit umani 1000 otumure da saogue eparinizzate
secondo tecuche appropriste od wcabste 3 37 *C,

Trattamento

Vengono exposte alla sostanza w esatoe per una dursta adeguata cellule in uno stadio di crescita csponcnzisle; nells
magpor parte de cas pud sssere efficace uns durata da uns » due ore, ma ls durats dd wartamento pud is caluni
casi essere profungsz Goo a due Scbi axliulan complet. Le cellule aon avent uns mfficoente armvich metabolics
endogens vanno esposte. alla 0sLanza 10 esame e W presenzs che in assenza di un sistema sppropeisto &
amvazione mitabolica. Al wrumne del penodo & asposizicoe le cellule vengooo lavare ds ogni racia della
3ORaNza b esame ¢ colovate per due ach di replicazione i presenza di BrdU. (o un procedisento shtespative o
possono tsporre ke cellule coatemporancamente alls sottanra in esame ¢ af BedU per (s durats compleca di colrurs
di due acli cellulani. Le colture di linfocad umam vengono ratiate mentve si rovano o condizione sersincrons. Le
cellule vengono analizzate alle Joro seconda divncone dopo il raramesto, per ascurarn che %ano gate espocte
alla sostanza negli mads pri senmbili del ocdo cellulare. Turre b colture alle quali = aggunge BrdU, vanno
maupolate nelloscuntd o w luce anepuara & lampade ad ncandescenza fino al momento dells taccoka delle
celule, allo scopo di ndurre per quanto posinle la focalia del DNA contenente BedU,

Raccolta delle cellule

Le colture di cellule vengono mattate con un yubnore ded fuso (ad esempio colchuana) da 1 almpnmduﬂ:
raccolta. Ciascuna colnura nene raccolts ¢ Draftats scparatamnente per Is preparazione do cromosomi.

Preparazioae ¢ colortanione de) cromotom

{ preparan di gomoiom: vengona orterit secondo le secnsche citogenenchie correnn, !.acolotum&nmp
Fendennancoe degli SCE pub estere effermuats sevondo diverss teenkhe (ad chempio con il metodo dells

Auorescenea py Giemsa).
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Anslisi

1 pummero di ceBule analivesec deve ersere basno sulls frequenza spontanes di conmrollo deghi SCE. Normalmente s
apalusano por gli SCE almeno 2§ awtalan ben spanste per colrurs. | vetring wngune codifican prums dell’ anatisi.
Nei bafoati umsn = anzlizzeno soltanto metafas anntenent] 46 centromen. Nelle linee cellulari stabiliczate &
analirzanc s loro volts soltante metsfasi comenenn ¢ 1 centyomen del numero modale. € opparmuno indicare seid
salto di marcarora # livello del centromero vene 0 non vieoe conteggiato come SCE. | nsultan dovrebbero essere

conferman in us cpenmento indipendente.

2. DAl

1 d50 devono essere presentat in forema di wbelle. I numero deyli SCE per meafawe ¢ U numero deghi SCE per
aomoscms vanne rdicat separstamente per rute Je colrure wanate e quelle di controllo. | dan devono esuere
definin tocondo metodi stanatia appropnen.

3 RELAZIONE

3. Redaziooe ml saggio
Nells relzuone sl sagmo devono figurare, 1 poeabile:
— vrtiule usztz, vievcdi &i manterumento dells colrurs callulare,
— copdidoni serimintsli: composizione dei ez, coacenwranione di COy, concentazione dells sestanrs

allcsame, veicolo usate, temperstura di incubazione, trmpo di tantamento, wmibitore de) fuso ussto, mo
concenranooe ¢ durats del ranamento coanesso, tpo di ustema 4i atovanone & muameruten usato, conoolli

pohtov ¢ scgaaw,
— autnero di eobaure di cellule per punto spenmcstaie,
— denagh dells tecnics usaca per s preparancos dells lastnne,
~ oumery delle oetafas analizeate (indicanone wparatz da dao per osscuna caliurs),
— oumero medio di SCE per cellils ¢ por comiosoma (indicarione separata de dali per csscuna colrurs),
— criten per il riscontro deghi SCE,
— cnten di slezione delle doa,
— relazone dose/ risposta se ded caso,
= valutazione satishcy,
— discysmone det risulat,
~ imerpreianont dei risukat.

32, Valucazricos of mterpretarions
Vedi mtroduzione generale, parte B.

4, RIFERIMENT!
Vedi inooduzione generake, pare B.
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SAGGIO DE] LETAL! RECESSIVE LEGATY AL SESSO: DROSOPHILA MELANOGASTER
1. METODO

L1 lnwrodutions
Vedi wuoduvone generale, parw B,

1.2. Definiriomi
Vedi introduzione generale, parte 8.

1.3 Sostanze & riderimento
Nessuna,
1.4, Principi del metodo di 1aggo

2 saggo dei lerali recersivi legati al sesso = sex-biked recessive lethal (SLRL) — nel quale ¢ fano uso della
Drosophula melanogaster, permerte di rilevare lindutione ua di mytarioni puntiformi che di piccole delexioai nells
linea germunale dell'inserto. Snmmd-mugmumdmnhnmuuommmiﬂolwndmx;
questz afra rappresenta circa 180 % di rurt i loci del cromosoma X; quest’ultimo rappresents & sua vola circa us

quinto delllintero genoms aploide.

Le muranoni od cromosoma X nella D. melanogaster sono espresse fenotipicamente nei maschi portaat il gene
murante. Quando ls mutazione ¢ letale nella condizione emizigotw, le sus presoies 5 desume dallasienzs di uns
deile due clasu di discendenza maschile che sono normalmente prodorre da una femmuna ererozigote. B xagpo
SLRI s basa sulla disponibilicd di comosomu speficamente marcat.

1.5, Criteri qualitativi
Nessuno,

1.6. Descrizionr del mewodo di saggio
Preparagom
Cepm

Possono exscre usati maschi di un ceppo ben definito di upo selvane ¢ fenmine ded arppo Muller-5. Posuscao aloed
cssere usan iben arpp di femmune marcate m modo appropnato con aomosamsi X mulupdl wnverno.

Sostanzain esame

Le sostanze 10 esame vanno disciolte i acqua. Le sostante son solubili in acqua potsoao essere disciolre 0 pome in
sospenuone 1 solvent :ppropmn(admmpounanuala &mnolocTwmﬂolO).cmvmuﬂw

Numero di amamali

0 1aggo va programmato cod una senubilitl od una potenza predererminan. Sul numero di cromosom: oranao che
devono essere anahizzan influrd foremente la frequenza delle muranoni spontanee osservaia oel controlle

appropnato,

Viz di somministrazione

L'esposizione pod essere orale, per uuenone 0 per eipORIone i gas 0 2 vapon. La somministranone della sostanzs
@ esame pud essere fatta w forma di solusione rucchonna, Se necessarnio, le sostanze powsonc cucre disciolr o
solunoee di NaCl allg 0,7 % ed vventate vel torace o nell’addome.

Uso di controllinaegativr e posnicivy

E opporruno mcludere nell’ esperimento wonuolli aegaavi {del solvente) e pounn. Ove runtans siang dispombali’
sppropnan dao sono. di conrollo ded laboratono, noa 1000 necesiah controlli concogutant,
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Conceatrazioni

£ epporumo fare wo di tre concratranoes. Pe wia valutanone prelinunase pub essere farto 3o di una sals
apcentranone della somants o esame, che pud exsere quells masuma tolles 2o 0 quetia che di loogo ad uns
quakhe ndicarions di tosmad. Per le sostanre non osnche ¢ oppormino adociare Cesposnione allz concentranone
masams prancsbie.

Procedimento

Marchi di bpo selvanco (di eud da 3 3 § porm) vengods Haman con la soRanis in clame ¢ 2bcoppuan
ndividualmente con un oumero magpore & femmine verguu dello stock Muller-5 o di sltro stock marcato
maners 2pproprats (con aomosoms X mulnpli wwverosi). Le femamune vengono sosutuste con vergum fresche ogne
due, we Porw cosi da coprure Yintero ciclo delle cellule germunali. Sulla prole di dene femmune viene effétruaca
Tanalin degh effeiti ketali cornspondents sgh effern sullo tperms maturo, sugh spermandi di stadio medio o
avanzsto, sugh spamandi precoa, sugh spermsoat & sugli spermarogons o) momento del antamenta,

Lz feramane everozigon F, degli incroa di cui sopra sono fatte accoppureindividualmente (ossis 10 ragione di una
femmuns pxr bomglierea) con i loro fratelli. Nells generanone F) 1 procede su asscuna coltwes allanalis
dell’sssenrs di maschi del tipo selvanco. Se da una femmuna Fy appare essere denvata una colrura portante un letale
nel gomauoma X dai genutorni (0ssia se pon o otservano maschi con J comosoms wartato) u devono mettere alls
prova fighe di queila feoumina con U medeuno genoupo per stabilire sz la letabth 3 npete pella generanoor
SUCCEINIVa,

DATI

1 dati devouo essere disposd in forma di rabelle con indicarione del numero dei cromosomi X saggian, ded pumero
dei maschs non fertili ¢ def sumero der cromosom lerali per aascuna concentraniont di SpOUZIONE € per DaSQUN
penodo & accoppramento per i singoli maschi ranan: Deve essere nportard per ciascun maschio il numero degli
wédﬂmndnmm I nuultat-de} 1en devono esseve coaferman i un esperimento & pare,

Pesha vduamddumdel lerali recesnavi legan al se530 deve essese fato uso di metodi stadistio spproprisa.
L'sggiomeranone di betah. recesivi avent ongioe da un medeumo maschio dev'essere considerata ¢ valutats
secondo Crien sansta Appropnan.

3. RELAZIONE

AR Relazione sal saggio

Nells relatione sl sagpo devono figurare, s possibile:

— stock: mock 0 ceppe di Drosophils usan, etd degli insern, aumero dey mascly rantati, numero dei maschi stenli,
numerc di colture F; costituite, numero di colrure F; wnza progense, numero di cromosami portano un letale
indinnduats per aascuno stadio delle cellule germunali,

— criten per ls defimzione delle dimensoas dn pruppi Tanan,

— condiziow di efferruansons del saggio: descrizione dertagliata der programm di vanamento e di campronanusa,
livellh & espouzione, dad della rosmatd, controlli negabm (del solvenie] ¢ povnn, se del caso,

= enten per il nacooro delle mutarioni levali,
— relanione espounsone/ efferto se de caso,

— valutanone stanstca,

— discusiooe de nsultan,

— mterprarazione do nsultan.

3.2, Valutazioee od interpretaniose
Vedi inrodutione generake, parte B.

4 RIFERIMENT]
Vedi incqoduuone geaevale, pane B.
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SAGGIO N VITRO DI TRASFOAMAZIONE Of CELLULE DY MAMRUMIFERD

METODO

Introcusions
Vedi introdusione gencrale, pare B,

Defisizioni
Vedi inroduzicor geaerale, parw B,

Sostante di cileimmente
Nesoina.

Princios ded o & ragts
Per 1a rilevaricne di cambiamenti fenocipici in vitro indottl ds sostante chimiche 11906t con ung irssformazions
maligna in vivo peb essere farto uso di sistemi di colrurs di cetiule di mammifen. Fra le cellule pit largamence usate
figurano le celhule CIHI0TY,, 3T, SHE, le cellule di ratto Fisher; i saggi 5 fondanc sy cambizmenn deiln
morfologia cellulare, mulls formazione di fodi ¢ sulla perdita dells dipendenza da ancoraggio i agar semisolido,
Esistono anche altri sistemi meno burgamente usad i quali mertono in luce altn tipi di cambiament Ssiologic o
morfologici nelle cellule successivamente all'esposizione & sosanze chimiche carancgene, Nessuno dégli evend
Gnaki doi test in vimo ha un legame mectanicistco accenato cos il cancro. Alcuni fra i sagp ono i grado di

-evidenziare agent promotoni dei rumori. La citorossicith pud essere determinaca arzaveno ta misura delleffetce

delln sostanza in esame sulls capacicd di formavione di anlonie {efficienza di conaggio) o sl tasso & crescits delle *
<oirare. Ls misuratione dells Giotossicith ba lo scopo di stabilire se Tespoizione alls sostanzs in esame abbia avero
caramere rilevante dal punto di vista rousicologico, ma a0 pud eusere usats per calcolare s frequenza della
aasformancos i i i wgg poichd alcuni di s possono comportare un'incubancns profingsts ¢/o wa
npasamento delle ceDule,

Criteri qualicstiv
Neswuno,

Descrizione dd metodo & sagpio

Preparapons

Cellule

£ dispombile v ana varieth di linee cellulari o di cellule privaaric, in relaziove ol saggso & aesformarions che o
mrende efferruare. 0 ricercatore deve acoertarm che ael sagpo che s sty dfferroanda i odlule presestico dopo
cspornoot 1 caravogess 800 Fappropnate cambiamento fenoopecs, ¢ che il agpo od mo laboratono s o
provacs ¢ documentaes eabidith ¢ anendibuliti.

Terreni di colturs
Devoao cusere usati terveni di coltura ¢ condizioni sperimentali appropnat per T sagpo i rasformanone cbe i
effetrua.

Sostanis io erame

Lé S0stanze i <Sans pOssOnG E35CTE PIRpArate b mers di colrurs overa disaolte o poste in sospensione in veiooki
appropnan, prma del wanameno delle cellule. La coocentranaae finale de vewnlo nel sisceras di coltirs son
deve influre sully ntatich o s tasso di aresata delle cellule né aullinodenys dells orasdformazicns,

Attivaizone wetabolica

L ceule vanno csposte alla somanys in cxame 1is w presenza che in assenzs & v nerma aogeas K stivitione
metabolica da mammuferi, Ahcrusuramente, quando sia fano wso di api & cellule che posucdono ma’srivieh
metabolica endogena deve cusere acceniate che la naturs dolPattivitd sewa un approprists per te duse chimca
sorzopoms all'esame.
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. Condizioms .
Uso di controlli pontivi ¢ negarivi

E opporruno includere in tisscun efperimaito ds controlli pomtivi, coo inpicge sa &i oa composto ad azione
dirctta che di un compodito nchiedente itavapone maabolics; ¢ aloed opportunc fare use di un controlie negsovo
(ded sobweni),

Quali esemnpe di socanst che u prestanc ad assere usate come coatrolli pontivi 8 posseno atare:
— somtanze ad anone direrts:
~ ctilmetznsulfoaate,
— #-propiolencee;
— composa nchusienty un'sttivizione meaboldice:
== lacenlammcduartne,
- Adimerilamsossobedzens,
- 7J2dimadbenzaniracene.
Se del exse, ¢ opportune inchuders un controllo positvo supplenicatie dells medesions duse chivyies dal
COmPORD 10 csame,

Conceatrszioni

£ opportino usare variz concenmationi dells sostaoze in csame. Dete concenurazion; devono dar luogo od us
effrtto rossico correlato con ls coocenrazione, nel senso che Is concentranione pid elevats produce un livello
ridonn & sopravevenza, meatrs alls concentrazicns pid basta 1s sopravvivenra & approssimstivamente dello
Re330 ordine che ned controllo negative. Le sostanze refativaments insolybili in scqua vanne sagprate fino al loro
Emite &i sobubilith secondo procedure appropriate. Par ke sostante noa tsche altathente solubili in acque la
oocenrinoae massins dells somanty va devermuinats e130 per caso.

Procedimento

L'esposizione deile cellule deve avere uns durata spproprists in relarione sl sisems di saggio sdonato, ¢ queso,
quando lesposizions ¢ prolungats, pud comportare un ridosagpo con cambso del mexzo ¢, se pecessario, con
musceis di sruvarione memabolica fresca. Le cellule aon avenrt un‘artivitd metabolics endogena sufficiense vanno
esposte alla sostanzs izt esame £ in presenaa che is zsscnza di un tisema di antivazioot metabolica sppropristo. Al
termune def periods di espositione k¢ allule vengono Lavame da ogni wraccis defls sosanzs in esame ¢ coltivaw in
coodizioni appropriase per s comparsa ded fenotipo rasformato che n sts studiando, ¢ viene infine determinases
incidenza defla trasformarione. Turt i nsehtan devooo essere conferman in us esperimento ndipendente.

2. DATI

1 dzdi vazno presentati in farma di tabells & posuono susumere forme diverse 2 secoada del dpo di determinazone
effernuato, ad esemmo sumero di foa o di colonie per prastre, prasire posuve o numero delle aellule trasformate.
La sopravmvenza va esprests quale percentuale das livelli di coaurollo, e Ls frequenzs dells trasformaziome sowre
forma def oumae di wasforment in redaniooc ) numsro da sopravvusia. |zt devons etsere valutad secondo

metod strosha appropnan.

B EELLAZIONE

11, Relaniooe sl 1aggio

Nells relanone sl wsgpo devono figurare, se possibde:
— opo d cellule vsaro, oumero delle colure cellulan, mecodi di mancenumente delle colture,

— condisions di effrtruanione ded saggio, toocentrazione dells sostants 1 clame, vexolo uLsto, temperatura di
mcubanone, dursta deilincubanone, durats ¢ frequenza ded wacamento, denntd delle aetlule durasce 4
Dattamento, opo & asems di activanooe meubolica csogens usato, coowolii posow ¢ negaori,
speaficanone del fenotipo studisrs, ustema selemvo ussto (e del caso), cnten per 1s sccia delle dom,
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~ awtodo sequito par Fesumeranione dedle cellule vitali ¢ delle ceDule rasforwens,
— walutanione statistics,

— discussiooe dei risuduasi,

~ nterpretanone de risuhat.

31 Valotanions od imterpretanione
Vedi introduzione generale, parte 8.
4, RIFERIMENTY
Vedi introdutiooe genarale, parve B.
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1.1

1.2

1.3,

1.4.

1.5.

1.6.

SAGGHO DE] LEYALF DOMINANTI NE! ROIATORS
METODO

Irtroduzions
Vedi waodunooe generale, perte B,

Vadi introduzions generak, parie B,

Sostande di cif crimento
Nessusa,

Principi ded merodo di saggio

GE effetti dei Jetabi dominsati provocano la morte dell embricoe o del (ero. L'induzione di Jetali dominanc per
efferto dellexposzione sd una somanzs chimics indica che s sostanzs v cavss ba antaccato il tessuto germunaie
dells speae all'ecsame. E geoeraimente ammesso che j letali dominand sono dovuti & un danao cromosomico
(apomalie srunturali ¢ sumenche). Ls mone dedlembrione in fanmme trartste pud altres) esseve i risultsto &
effert wenci.

Come erintric ganzale 6 espoogona animali maschi s composic in esame ¢ 8 accoppiano i medesimi con femmine
verpuu noo aruare. | diversl nadi delle cellule germunali possono ewsere saggiati separstamente medianee
Tosservanza di intervalli in successiooe negli accoppiamenn. L'aumento degli impisad mort per fetamios uel
Suppo Tattato W confroote con gli impant mom per famuming add gruppo 'di convrollo rispecchia le perdita
succesuvs Allimpunto. La perdits antenare allinpisato pud essere shmata sulla base di contegyi dei corpi ks
oppure srravenso i raffrooto dd totale degli impianti per frmmuns oed gruppe tranatw ¢ in quello & comtrollo.
L'efferto levale domunante complessivo & rappieseatito dalls sommas dedls perdits anteriore ¢ soccessiva
alimpianto, 8 cakolo delefiento letale dominante complessivo o basa sul raffronto fra gli impissti vivi per
fermmuns aef gruppo tramtate ¢ gli impant vin per femmuns nel gruppo di coowollo. Uns riduzione del pumero di
unpuns 3 deermunan intervalli pod essere i nmitan delffucnuone di cellule {vale & dire, &i spermatocti ¢/o d

spermagoni}.

Criseri emaicativi

Newuso.

Descriziont el So i .
Preparapom

In v i casi in cui Gb sis posabile, ke sostante 1 csame vanno disaolre o poste 13 sospensione in solurione waling
aotomes. Lt sostanze noa salublli in scqua possoss essere disaolte o sospese 1n solveno appropnad. [ solvenee

usato noo deve pé interferre con ln sostanzs 0 elame né produrre effern tosma. E oppoctuno fare wo di
preparancay fresche deils sowanis w esame,

Condipom spenmentali
Yie di somminiscrszions

11 compomo 0 esame ve in geoerale sommumustrato uns sola volta. Sulla base & formazions tossicologache pud
essere adonaro un programma di wanamento nperuto. Le vie di sommuniszazione correnn 000 Vioubanone
orale ¢ Iimexsone wnmrapentoneale. Possono alores] essere appropnare aloe ve di sommunisratioos.

Aoimsli ds esperimeato

Quali sprae da sottoporre 4l 1agpo 000 raccomandan § (am o 1 tops. Animali sam oella prens manunch sexsuske
vengono fandoourzan ed sssegnan al gruppo per il racamento ¢ ol gruppo di controlle.
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Numeso ¢ sraso

Ocznere fare 3o di up susnero adeguato & maschi ranat in modo da teoes. cones defls vananone spontanes del
ceramere biclogico & cui s efferrus b vehmanone, 8 cumiro socdte deve csaere barese wifla senasditich i
nrlevations ¢ ml valore di Rgruficativith deerminad in precedenza. Ad csempio, in un cpenuments tipico, f sumero
Sei maschi per ciascun gruppo/dose deve exere sufficionte per dare da 303 50 femmme gravide per ogra intervallo
di accopplamaxo.

Uso dicontrolli aegativi e positivi

£ opportusw ia lines generabe includere i Gascun espervnento dei cootrelli simultanes positivi ¢ neganyi (ded
veicolo). Quuando uine disponinli asulrat sccertabil di coatrolli potiivi relativi ad esperimenti effetruat &
recente adl medesimo laborstono, al posto di un coemrolle positive multanco pud exsere farto uso di demi
sultati

Le sostanze pet i coatrolli potitivi vanno vsare 2 dosi oppostunamente basie (¢d caempio MMS, increperitoncale, 2
10 mg/kg) allo scopo di dimosrare Is sernbilitd del sagpo,

Livelli delle dosi

Di sorma va fanto uso di we livelli di dosagpo. La dose prir alta deve produsre segm & sossicid o di idusiooe della
fertlitd negli anmimali wraveac. It talum can pud cmere sfficiente on solo bivello devato 4 dosagpo.

Saggio del limite

Le somanze non torsiche vanno saggisre 3 § g/kg com una sols tomminisorazions o 4 | g/kg/ giormo con
SOMAUMMIADONE NPETILE,

Procedinenwo

Soso possibll van schemi 4 wamamento. O dpo di wanamesto pd lugamesee wato ¢ quello della
sommansratone nngola defla wxanza 1 cune. Potsooo asere applicsn anche alwi schenn di erattamentn.

1 singoli maschi vengomo sccoppisd in scomsione cov uns © due femmine verpini noo ractate ad intervalli
appropriac dopo i ranzmento. Le femmme vanno lasciate coe | maschi almeno per la dursry di un ado di estro o
fno a che 52 avveovio Paxoppiamenio, da determunare 1o hase alls presenrs i sperma nells rapns o diun tappo
vagunaie.

- U numero degli acroppamenn sscossin A e stamento & determinato in base 1] programuma di cractamento ¢ deve
essere tale che vengano aanunao dopo ¢ tataments turt gii scadi delle cellule perausaki.

Le femmine vengooo sacnBicare nellt seconds wetd del penodo df gravidanza, & ti procede ailesane ded contenuto
Menpo per {2 detcrminanoue del suméro degli impianng morn ¢ nivenn. Si possono anche asunace le gvae per
detesoupare of pumero de corps o,

2 DATI

1 dani devomo cssere disposd @ forma di tabelle con indicazione def numero da musch, del aumero delle femmine
granide ¢ del aumero delle frmpune noo gravide. { nsultan & oascus accoppramenio, oon mdicanone dellideook
dev gingoli soggen machs ¢ femmune, vanno npomn indindualmemie. Por csscune fomouns v indicats ts
scrmasa di accoppramento, € per 1 maschi it ivelo di dosaggro, novché nspemvammie i frequenze deghi impumn
win ¢ degli inpiano morn. B cakcolo dell'cfietio compleamvo letake dovunante 4 bats sul raffronto frs gli impuano
vivi per femmuna el gruppo sontoposto ol taggo ¢ gli impiana vivi per femmuns od gruppo di conmrolie. I rapporro
fra gli impunn mort ¢ queth vin del gruppo tattato posto 3 raffronto com il rappans cocrispondence del gruppo i
comtrollo nene analizzaco o fun delMindicanone dells perdits succmsnva lfimpugm,

Se i dan 1000 repTI0 come mort precoa ¢ mort tardive, od deve rudtare dafle tabelle. Se la perdite antenare
allunprantazione ¢ somacs, ae deve auere dao ragguaigho. L perdita anteriocr Allimpiznee pud esaere caloolecs
come discarepants fra d aumero des corp lotes ¢ i nunsero degli wopuaon, ovver come ndvinone dei sumaro needio
& imprann per uters @ condromio cou b accoppameon & covarollo. T dia rengooo valiut wrnode metsd
SINSTO appropnan.



15-2-1950 Supplemento vrdinario alla GAZZETTA UFFICIALE Seriz generale - n. 38
o

3 RELADIONE

3. Relsione s saggio

Nells relasiooe wuf teggio devorno figurare, st poszbile:

— specae, ceppa, ¢th ¢ peso degli enimali vias, numers degh anunali delfunc ¢ delfaliro sesso nei grupp
soaoposn gl sagpo £ oo grupps &

— souznta o esame, 3ol vense, livelli di dosagpio saggrad ¢ regponi defla scelis delle dosi, controlli neganvi ¢
pomtin, daa della roxsiach,

— na ¢ dorsty dllespodicions,

-~ qrdine deghl sccoppiament,

—~ metods ursry pi Kabilire Pavvesuto sccoppiarmentn,

— oetods def sorificio,

— criten pes Panalini 46 Insid dominana,

— refaxione dosefsispenta, 1€ del caso,

— vilitazione stagerics,

— discaspone del risulton,

— oterpretanons dei risleati,

12 Velutariose of mterpeetaions
Vedi introdutiont generale, parte B.
4, RIFERIMENT]

Vedi inwoduricos groersle, parts B.
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ANALISI CITOCENE THCA DELLE CELLULE GERMINALL MAMMIFER]

1. METODO

1.4, latroderiont
Vedi inpoduzions genexsle, parre 8.

1.2, Defintoni
Vedi introduzione generale, parw B,

1.3 Sovtanze i riferimeare
Neisuna,
1.4. Priacipi dd maerodo di saggio

B saggio detl"analis citogenetica in vivo qui cousiderato permette df riderare aberrariond surrurali dei cromosomi
negli sparmatogoni. £3s0 consiste in un'analiti delle mitosi degli spermatogoni pey sbavazioni di tipo cromandicn
¢ di 6po erormosomico.

0 saggio fa uso di preparad di testicoli di mamouferi esposti alie somanze in esame per vie appropriate ¢ sucrificat
ad intervalli divers. Prima di essere sacrificsn gli amumali somo altrest cranat coo inibitori del fuso quali la
cokhicina in modo da far scrumulare cellule ad uno wadic dells mitos di tipo mevafssion (c-tmetafase). S
producogo preparat cromosomid essicaty ali'ana, che vengono codorad od analinzati &l microscopio.

Usli informarioni sipplementari possocs enert fornite dallanelisi degli spermarocic allo stadio di discinesi/
metafsse | pay formazion meltivalent da fraslocazione dopo Tantamento delle cellube maminali. -

1.5 Criteni qualitativi
Nessuno.

1.8, Descriziont ded mctoda & saggio
Preparapom

Le sostanze in esanse vengono disooke m scluzions saiina isotonsca, Lé sostanze 00 solubik vengono disciolte &
poSte 1 sospentone 11 un solvence appropauto. Si devono usare solunoms del compomo un czame preparate di
fresco. Se 0 fa wo i un sobvente per faclitare il dosagpo, cxso non deve ncerferire con 1s s0etanss 1 csame of
produrre effera mosgicl,

Yie di sommini.trazione
1 composn m esame vanno in genire sdmimeT at ung 10ls voltz. Salls base di informazion tossicolopiche pod

eisere 2dortato un programma di manamente npetyto. U Tattamento Apetuto pud turavia essere applicate
soltanto « i campostc m evame noad presents effert drotosna octla differennianone degli spermatogom.

Le vie di sommausTranons cotens 1000 la na orale ¢ Tmctoae mtrapentoneale, Possono aloesd cwere
approprate ate v di somminstranone.

Aaimals ds ¢sperimento

£ pa o g Fa0to wso i wps ¢ b hamster aocn. Pud uitavis comtre Empegas quakiasi akers specie di
mamnuien.

Vengono unlizyan maschi searuaimenry matun, che 3000 asrparc a 10 o grupps per d arentamento od ai gruppi
di conrrollo.
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Namero deglianimali

Si devono usare almeno § maschi por dascus gruppe ranuste ¢ pr assam gruppo di costrollo.

Uro di controlli negativi ¢ positivi

lo lincs poiscrale ¢ opportuno ndudert 1o Gascun espenmento dei controlli simuluane pottn ¢ negstvi (del
solvente),

Le sosanze pa-i conmolli posiori venno usate is dose opporrunaments bana (3d cvempw ls outomicins C,
wntrapertoncake, £ 0,3 ng/kg) iv modo da dimostrare Ia sensibilith del cagpo.

Livelli di dose

$i fa uso di una sola dose del compono in esame, scegliendo & questo fine ls dose masums rollerata ovvero quells
che produce quakche indicanone di cieotosssath. S¢ la dose 1niziale uccide un gran numero di aefhule, s deve usare
una seconds dose pii bassa che presemt dtovossicith. N& s in cui & nearssario sabilire yas relazione
dose/ risposta, 4000 nchicse almeno e dosi (sd eiempio per confermare uns nsposta posavs debole). Le
soetanze 6o rossiche vanno sagpate alla dose pracicabile pit chevats sia per la sommunisrarione singols chve per s
SOMITUBAY 32300E NPCULS.

Procedimenio’

Gli animali vengooo in generale tranat con i composto in ame un'usica voliz. Per il gruppo coa 1s dose pid
elevata 3000 usan e invervalli di camprocamento dopo i sttamentd, Linrervallo per il campionamento ceoirale
¢ di 24 ore. Poiché @ composto in came pod nfluire rulls caetica ded ddo celiulare, s applicano un pnme
intervallo per s campionatura ed uno sdcemsive adeguatamente spariati in un fawo di tempo da 6 2 48 ore. Pex i
livedii di dosaggro muppleroentarni i campioni vanno presi iffintervallo spoaficamente sensibile ovvero, quando
queRto 208 &2 Boto, 14 ore dopo il waramento.

Nej cas0 di un programma di raramento riperuto, pud essere farto wio di desagp-riperur, ¢ in tal caso i camproni
vanno pres da € 2 24 ore dopo Mulumo waramento. Un singolo tempo di campronamentn pud esiere usaro s
pusaficato samuficamen.

Preparazzione del testicolo

Per Panalisi dells mitosi degli spermatogons o inierts agli animali per vis intrapentoncaic uns dow adeguacs di us
wwbitore del Auso come la colduana. Gl anumali rengooo pos sacnfican ad s iservallo appropnare dopo |
trartamento. Per i topi derio untervallo varu ds 3 8 5 ore, mentre per gli hamsier cinesi possono essere nocessane pi
di § ore.

E fatro uso delly tecnica di esuccsniane ail'sris. Per specie diverse possovo rendersi occessarie modifiche del
procedimento suadard. Si ottengono sospengioni di ceftule che vengooo Tamsr con solunone ipotonica ¢ Gssate.
Le cellule rengooo sese m vemini ¢ colorare. 1 vernni-vengooo codificati prima dell’ inalis microscopics.

Anelisi

Per Ls ncerca delle aberranioni suutturali dd gomosomi s analizeano atmeno 100 metafan mitodche largamente
disperse con § numers completo di centromen. In 2gpunta 1 cid si pud detergusare d rapporeo fra be mitos deghi-
rpermatogon ¢ ls pruna ¢ la seconds metafase meionea in un campsone complessivo di 100 ceflule 1p divisione per
amumale per metiere in hacr un cventuale efferro arotonsco.

2. DAT1

I dat vengono presentsts in forma di tabelle, Por ognu amumale ranaro ¢ di conwrollo tutn i nps di sharazoai
vengooo dencaa separsumence, B inclusa Nindicazione ded numero totale di cellule anshuzate ¢ del numero totale
di celluke sherrant pes gruppo. Vengono date per turt | parametn le medie ¢ Is deanone gandard. Si nporta
infine w forma di tbelle d raphorto medio fre s mnou degle permarogons ¢ 1a pruns ¢ Is seconds metafase
MIOTCE Per AISCUN GrUPPo TrEftato £ Sascun gruppo di coocolle. | dao vengono valutan secondo merodi stsnsna

appropnan.
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N RELAZIONE

LB W Redazione sl saggie
Nells relanone sl saggio devono Bgarare, se possibile:
~— speae ¢ crppo 4 animali maschi, etd ¢ peso degh animali,
= oumerp di asimali per ciascun gruppo oatso ¢ cascus gruppo & motrolle,
— conditiooe d effecrumzione del saggio, dewcrizione particolaregpiats del tratuamento, hivelli di dosaggio,
solvenn, mibitore def fuso usato,
we pumero delle cellule anafizzate pet animale i ciescma gruppo,
— nps ¢ oumero & sbervazioni separsiamente per Gascus saimale Tartato ¢ ciasam animale di cootrollo,
— valurasione mstmica,
— discussione dei risultani,
~— wterprettucne dei risalear,

3.2. Yalutazione of interpretazions
Vedi incroduzione gemerale, pare B.

4, RIFERIMENT?
Vedi inooduzione graerale, parte B.
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SAGGIO DELLE MACCHEE (SPOT TEST): TOM

1L Isarodurioor
Vedi introdurione generale, parte B,

1.2 Dehairioni
Vedi introdurione generale, parte B.

1.3 Sostanze & riforanents
Nessung.
1.4, Priacipi dd metodo di taggio

Quello qui considersto ¢ un seggic in vivo nel topi, pel quale vesigono espocsi alle sostanze chimiche degli embrioni
0 corso di sviluppo. Le cefiule-bersaglio negli embeioni in corso di siluppo sono i melanoblast e  geni-bersaglio
sone quelli che governano Is pipmentazione def pedame dellanimele. Gli embrioni in corye di svikippo sono
cLerongon per ung it di deti grow della coloranone ded mantello. Una mutarione nelf'allele dominance di un
geoe di questo Tpo B us melanoblasto, ¢ In sus perdita {ramuite divas eventi genetici) ha come risultato
Pespresnooe del fenotipo recessivo aclie sue ceilule discendenti, costituits da yna macchis di colore cambiato ped
mantello dd topo nsultanee. Si ripores quindi il numerc dells prole con detre macchie o murazioni, ¢ se o¢ raffroncs
1a frequents con quedls riscontrats nefls profe nnpkante ds eobrioni qanat solamo con il solvente. B sagpo delle
macchie (Spor cese) B togs civels presunts murszrions somanche. nefle celhule feeaki.

t.5. Critert quabicartiv
Nesmmo.

1.6. Desaririvoc del mctodo di saggpio
Preparspom

Quande cit & possibile, e sowzanze in esame rengono disciolte o poste 18 so1pensucoe i soluzione 1alina isotonscs.
L sostante oot solubili i acqua vengooo disciolre o posre i sospentione w solvena sppropnan. 8 solvente usato
noa deve interferire con la sostanrs i evxme oé produrre cffern oo, E oppormuno usare prepararion fresche
dells sostanze v oame

Animali da esperimenro

Si accoppuno tops del oeppo T (aonsgoun, 8/ a; cunchills, punk eye, cp/cp, brown, b/b; difure, short ear, d
sc/d x; picbsld sporting, s/shcon i ceppo HT (palld, nonagoun, brachypody, pa 2 bp/pa a bp; leaden fuzxy, in
f1/1n fx; peari pe/pe) o oo C57 BL (nonsgoud, /s). Possono essere ussn anche s incroa appropruti, sd
esempio fra NMRI (nonagoun; afa; afbing, </c) ¢ DBA {ponagoun, 3/1; brown, b/l dilute d/d), 2 cosdinone

che producano prole sooagout.

Numero ¢ sess0

Vient manaro un pumcro & femmine gravide mifficence per onenere us sumero appropnaro di prole
sopravwaventr per qasam livelo di dovagpo vsaro. Le dimennons sppropnate def camprone sono determunace dal
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numere defie macchie oacrvate ooy wopi raras ¢ dalls seals dei dati di controllo. Ua risulisto negativod acvertabie
soltanto quando si #ano ritconTan almeno 300 figh di femmune trartate con Is dose pud aita.

Consrolli positivi ¢ negativi

£ opportuna che pano dispombili dae di controllo smultana oftenud m ops Tanast sohanto con 3 slbvente
{controlli negatm), Evenruadi dao srono di controllo del medessmo laboratono posiono essere mess insicnwe cos i
Ja0 di controllo suovt i thodo da sccrescere L setubalid dei sagpo, s condinicne che s viano amogmed, Se non
w nleva alcune mutagensoth per ls sostanis w csame, dovicbbers tstre dispombili dati di controflo positive
ottenu & recente ne! medesimo laboratono in sequito 3 Tanamento <ot una wstanza della quale sono ood ghi
effera di mutagenicitd con questo sagpo.

Vie di svommiaistrazioat

Le vie abiruali di somministratione sono Miotebazione orale ¢ Finictione intraperitoneale delle fernmine gravide.
Nei cas in cwi @d posss oere appropnato, B fa uso anche def tratamento peor mafazions o & akre vie di
SOMIMUNI ST ADONE .

Livelli di dose

Si fa uso di almeno due livelli di dose, con uno dei livelli che df Tuogo 1 segni di tosncth o ad una riduziqne delle
proporzom dells figliaca. Per e sostanze 0o tossiche ¢ opportuno ficorrere all'caposizione alla dose massima
pravcabie.

Procedimento

Viene di norma praticato up vnico mattamento nel giorno 8, 40 10 di gravidanza, contando come giorno § quello
in ca 82 & osservaro per Is prima volta il tappe vaginale. Detti giorni comspondono 2 7,15, 8,25 ¢ 9,28 pomi dopo
i} concepimento. Possono essere praticati gattament succrssivi ned cono di detd giorm,

Analisi

L2 prole viene codificata ¢ aed periodo fra e 0 quattro sctnmane dopo la aasata u efferrus su di esaa Manatisi defle

macchue pigmentale. Si disnoguono e categone di macchue:

2} tacchie bisnche 2 distanzs fino 3 § mm dalla linea ventrale medians e u presume denivioe daiFucisione di
cellule (WMVS),

b} macchie palle di tipo aguti, msodiate con le mammele, ghi orgam goucali, le zone della gola, defle ascelic «
‘dellinguine ¢ la paree medians defls froote, che 5 presume devivino da difettoso differenzizienro (MDS),

¢) macchie pigmentate ¢ basche disribuiwe in disordine sl manto, cbe & presume derivino da mutazioni
somanche (RS).

&mmmaumemhmm,mban&vmmmmﬁﬂdm.P.S.Evenma!iptdalmli

per quet che riguarda la disnnzione fra MIDS & RS possono essere nsolts mediante aixroscopis fluorercente di peli

prea come Cimpwone.

Va presa sots & enident asomualie morfologiche grosclane deils prole.

2. DATY

[ dan vengono presentac soo forma def aumero cotale da discendensi esarmnan ¢ del sumero dey discendenti dhe
harno una ¢ pia macchic di Mutatone somanca presuntd. § dap relaov a diramenn od al controldo argativo
vengono posn a raffrouto secondo metodi stabsua approprizn. 1 dag sono anche presenizo sy bawe per

peols.
3. RELAZIONE
3.1, Retazriooe il saggo

Nella relanone sal siggio devono figurare, s powubie:
— cepps iman selliocroco,
— oumtro & femmioe grande ao grupm Tranan ¢ oo grupp di conwrolla,

— dimenuom medic delle Sgliste o gruppt aran o m qudlb di controllo alla nascita od allo wens
mento,

- livelli & dose della sostanzs in came,,

— solvente usato,
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— parso & gravidanza 8 quale ¢ mam prsocato  vanamonto,

— vie & sommisistrazione el traraonento,

= oumero comphessivo dei discendent esaminan, ¢ sumero del discendenti con WMVYS, MDS ¢ RS aei grupp
raman ¢ m quell di conerallo,

— anomabie marfologwhe grossalans,

— rclstione dose/ risposte di RS quando ob Ra potubile,

— valstaznone mansocs,

— discusnone dei nisukat,

— ueerpretatione da risaltet.

12 VYalutarione & interpretazione

Vedi introdurione generale, paste B.
4, RIFERIMENTY

Vedi introdutions generale, paree B. .

— 129 —



15-2-1990 Suppleswente ordingrio alla GAZZETTA UFFICIALE Serie goenerale - n. 38

TRASLOCAZION] EREDITABILL: TOPO

| 2 METCDO

1.1, {norod nzicte
Vodi nroduzione grnerabe, parte B,

1.2 Definizioni
Vedi introduzipne generale, parte B.

L3 Sostzaze di riferincotro
Nessuns.
1.4, Priscipi ded aetodo di saggio

D ugpo dele raslocazioni ereditsbili nel topo nvels cambiamenti srurturali ¢ oumerici dei cromosomi aelle
cellule germunali di mamnuferi quali sono reasperate oclls piogenie dells prima genevazione. 1 tipi di musazioni
cromosomiche 000 delle rasocazioni reciproche ¢, s¢ ¢ compresa progense femminile, Is pardits del gromo-
soma X, ipommandmckknmXOpmumfcuhundmudiubéhmmﬂhm
di progene F, per Pavalisi crogenenas. Taluni opt di traslocaziens {sutosoma-X ¢ tipe o1} provocane serilind
completa, Le traslocazioni sooo otogenencamente asservabil in cellule meiotiche alls diacines della mevafase i di
ndinndw di sesso maschile, che s000 ¢ maschi F, o Ggli di femoune F,. Le femine XO son0 idennficate
atogenencamente dalla presenzs di 39 cromosoms soltanto nelle mitosi ded midolio ouseo.

1.5, Criteri qualitacivi
Nessuno.

1.6. Dexcrizione dd metodo & saggio
Preparapom

Le sostanze chimiche ic came wagono disaolte wn soluncoe saling isotcaica. S¢ iasolubili esse vengooo disciolte 0
poste m sospennione m solvents appropran. £ lano uso di soluzioui dela sostanzs i esame preparate &
freaco.

Se 51 [2 uso di un sobvente per facilitare J dosagypo, £150 non deve interferire con J compono in exame né dar luogo
ad effetn toma,

Vie di somministraziose

Le ne di somminAmranone x40 solitamcore MNintubanone orale o Piniciooe wizaparioncale. Forong esscre
approprate alur v & somunisrancos.

Apimali da esperimento

Per la faalich dells nprodunone ¢ dells venfica arplogca. gli espenmend in quesbooe vengono ciferruad sui topi.
Noo ¢ pecestano akam ceppo di topr sprafico. Turava, pell’cfferusnione di prove nguardanc la foulink &
oppormunc che le dimennons medie dells fighists de) crppo usaio mano di pris di § seoaan ¢ seno inolre
relaovamenie costana. Sond wad anumali sam scsualmenee eatun.

Numero di apimali

B oumero degli amunak accormeno dipende dalls frequenzs delle gatdocarion: spontsnes, ¢ dal i mmioo &
mdunooe drcouano par us it postve. § sigpo 8 efferua sormalmence mediants analin defls progense

maschibe Fy. £ opportuno eummare shmeng S00 capt di progeous maschule F, per azscuo gruppo/ dose. S¢ s
include progenae femmunde F,, accovrano 300 suschy ¢ 00 femmine.
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Uso di controlli segativi ¢ parinivi

Dorrebbero essre dispociblli davi adeguiti & covoolo, desiven da coatrolli simuhane o moria. Quikcs mass
disporubils deni scorreabili di coatrofo posiove di axpenuncet coadom & recentx nello sesto laboratone, quest
cumltati posstwo estere wsan it hrogo il costrolle postive umultanco.

Liveli di dose

Si sperimenta un solo livelio & dose, psma solitamer.x a dose piis b2 assocats con la produricse dei munms effers
totna, ta senzs che ua nflucrism € comportamentd apcodutu?c o Is soprovavensa, Fry tiabdire vna relatvone
doae/ risposts wao ecnsane die dos rapplementan g1 basse. Per b sosto 1t nou tosmche ¢ opportune sdomure
un'esspoiions alla dost marnuna prancabile.

Procedimeres
Teattsmiento ¢ sccappsamenic

Sono poas ili due schemi di tirtiamenis, Nello schoma it largamenee vsaiw & pryticars un'unics somminisras
niove della soctanes in esame. 5§ pud tuttavis procederc anche 2/ zpplicrrions della sostanva ie esame 7 giorm per
sctumana pes 35 giorni. I numero degli socoppiameed soccessin al srzctamento ¢ deterounsre dal programme &
wartamento adottaro, ¢ deve essere sabilito in wodo che siano consideran rutt gli seadi defle cellule germinaki
tranzte. Al wermine del periodo di accoppiamerto, le femmine vengowo waute w gabbie individuali. Quando i
femmine partoriscono, 1§ prende nota dells deta, def numero e del sezso della progenie. Tures 1 progenie maschile
VDS FVETLALE, MEDTT Tufle la prograse fasmmile vene scartsts, salvo nd cuo che 13 6 includs sell'cspen-
mento,

Con:rollo della eterozigosi di traslocszinge

£ praticars Muno o P'aitro di due metodi possibiliz

= apalisi della feriilith della progenie F, e sucoewuve venfica degli evenrushi portatos & oraslocazione mediante
anahsi otogencoee;

— analis citopenetica di tvrs le progeme maschile Fy sonrs seleznone preliminare aediance analisi dells
ferrifind.

1) Analigi dedla ferulich

La diminuzrone della fertilie 4 un wedividuo Fy pud essere siabilica sttraverso Mosservazions defle dimensioni defls
Bglisw e/o dellanslin del contenuto utenoo delle femmine sccopprace,

Devono ezsere srabiliti dei cnteri specibic per la determinazine della fertilitd oormale e dells fernbick diminuit ned
ceppo & topi uiro.

Osscrvupiond deil'entitd delle fighate: i maschi F, da sonoporre al saggio vengono posti in gabbia individualmsne
<on femmine def medesimo espenmento o dells colonia. Le gabbic veagono upezionate pomalmente s pardise da
18 giorni dopo 'sccoppramenito. Viene press nots alla nascita dell’eants dells Ggliata e ded sesso dalls progemie Fr e
i fighase vengooo soocesdivamente scartate. $¢ s sottopons al sagpo s progense femminile F., o dene s progeme
F; d&i piccole Ggliaze per un'ulteriort spaumentazione. Le portatna femmine di rasfocasiond sono veificaze
mediante analisi citogenetcs di una traslocazione in uso qualaas de loro disceadeno maschi. Le femmine X0 s
noomosoao dal cambiamento dd rapporto fra i sessi nella lore progem (maschi/ femmine da 1:1 8 1:2). fa gn
procedimento in werie 8 escludono gl aaimali F, oormali da spenmentazions ulienon se ls pnma Hgliaw Fy
ragpuage @ supera uo valore normale predetermunato, slenment B osiarvs una seconds o una serza fighatw Fy. Gy
ammal F, che 800 possono essere clanbcan coow oomaali dopo Mosservatione di un sumero di Aglise F; fino
e vengood ugpao utenomente mediante Pacalis def contenuto utenno delle fanaune con esm accoppiate,
oppure sono dircttamente sottopost all'analis cirogenenca.

Analin del consenuto wierino: la diminunooe dell cnack delle figliate ney portason di gasfocazaons® dovurs i ok
deil'embrwerne, ¢ di conseguenzs un sumero clevarp di impiano mort ¢ indicadve defla predesis di une
traskcanione oellanumale ' vame. | maschi £, ds sottoporre o) 1agpo vengoon sccoppud con due, e fenmune
cascune. § concepimento nene determmare medisnte spenone pocnaiers per Fosservarone di apps vapnali e
le § ¢ Je 10 andimendiane. Le femmine vengono ucase da 14 2 16 pocm dopo ¢ vene peesa now degli imprano us
v che mort oo Joro uten.

b) Analis Grogmetcs

Si allcsuscooe preparan & wencoli con s tecaxa dell’esuccazont w anas. | portaton di rssloczioag song
idennficati 0 base slla peesenzs & confipuraton multvalenn alls disancs di metafan [ degli rrsztoon
pnman; L'osservanone di almeno due cellule con astonanone malbralente comnrusce s prova ocoor - anee che
Fanimale sottoposto al sagp6 ¢ an poratore i oaslocanone.
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Se aon u & procedure ad akuns selezions odl sllevamento, w000 cseminati dtogenenicaments tote § manchi P,.
Deve epsere rucontrsto al microscopo um ounmme di 25 discncn mecafed | per meshio. Pir i maschi ¥y, com
*erocoli procoli ¢ con degradations maotics prime defls discinesi ¢ per Je feumine Fy sospette & XO & accessario
Pesame delic meralesl wutotiche, degh spermatogoni o del midollo omeco. La prosenzs i ws cromosonsa
mh:mahmdomnmm&lOa&akii!modimumnmmeHnﬁ.
(8po ¢-t), Talune trasdocancai di autcsoms X che provocano Le sterilith del maschio porsono essere identificase
soltanto taggroppando Panalisi dei cromosomi qurood. La presenss di 3% cromosomi sella votalisk di 10 micos ¢ 3
swegno di una condizicoe di XO in vna femmns,

2. DA
1 dats 1000 preseniati i foema & tabelle. Souo riportati Fentith media delle fighiare ¢ i rapporto fra i s daghi -
accoppuimicnn do genitori alla aascta ¢ afio srezzamento per cascun iervallo di accoppiamémo.

Per Ix valutavione dells forvilitd degli ammab F, 1000 presentate Je entitd medie deDe Agliste di rtri i
accopprament sormali ¢ be envicd delle figliate singole dei ponatoni di caslocazioni §,. Per Fanalisi ded contenuto
urenno & dato ragguaglio del aumero medio degli imprant vivi ¢ mornt degli accoppiamenti sormali ¢ del sumero
wndinduale degli impranti vivi ¢ mort per ciascun acooppiamento &i porutont di traslocazicoe Fy.

Pex Panalisi crogenetica dells diacinesi metafase | 1000 elencati per cascun portstore di raslocazione il sumero di
o di configuranom muftivaleon od U oumero touale defle celfule.

Per g individui F, menl sooo riporan i sumero rorale degli sccoppiament ¢ ls durats de) periodo di
acxoppamento. 5000 fornit i pesi dei wesoooli ¢ demagli defle analisi crogenesiche,

Per le femmine XO sono ripartati Pentith medis delle Sgliace, i rapporse b | scssi della progenie F; ¢ risuluad
dellanalin atogenenca.

Se posubile : poratari di eraclacarioni veogono preselezionsn per mereo di analin defls ferdilith: e tabeile devomo
w0 tal caso recare Mindicaziooe del numero di soggers cosl selenionati che 3000 risuhat eterozigoa di oraslocarione
confomaa.

Song paniment n,onat i dad da conwolli ncgaam ¢ degli csporiment di conrolio posinve,

3 RELAZIONE

3. Relazione sul wagpo

Neils relazione ail saggio devouo Ggurare, se possbile:

— czppo da top, ctd degli aninsli, peu degli mimali qrattad,

— pumero di animali genitori delfuno ¢ dellakrg sewso e gruppi sontopoma Al saggio ¢ na gruppi &
coowollo,

— condinon di efferruancne dd saggio,. desenzione particolareggista del trattamento, livelli di dosaggio,
solvenn, programemy &i accoppiamento,

— oumers ¢ wsso dei piccoli 0ati per femmina, numern ¢ seiso dei piccoli allevad por Pasalisi dells
tralocanooe,

— empo & crien delanatis dedls cadocanooe,

— aumao ¢ desgipone pardcolareggiata de portaton & traslocaziond ivi compres i dao riguwrdand la
procreazzone ¢ 1 dast sl conreouto wienno, w ded caso,

— procedimena dtogenend e dettaghi delle analis microscopiche, & preferenza con dlustranons,

- valutanooe gabstca,

— discusnione da nsuitaa,

— mterpresanone do nuitan.

32 Valrtmione ol nterpreizions
Vedi woroduncoe praesale, pane B.

A, RIFERIMENT]
Vedi wmiroduncae gracrale, pare 8.
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PARTE C: METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLA ECOTOSSICITA
INTRODUZIONE GENERALE: PARTE C

Fmctodi di provs di segusto desarirn servono alls desermunanose di alaune propactd ecotosncolopche ciumeraue
neilallegazo VI dells direrviva 79/831/CEE. ( nooficatore deve tener presence che i metodi per la
determinsnone dcle segueny propactd previste al livedio § defPallegaw VIR ron sono wolum oel testor

— sudio di tossicith proluagsts mulls Daphnis magna,

— PrOvA | URS Puants KIpenore,

— srudio & wencith produngats s un pescr,

— prova di scoumulanooe in ons specic.

Quando oppormsi mctodi di prove per b determinarions &i queste proprieth s2raono ultiman, saranno pubblicat
sotto forma di un ufteriore adeguamesio sl progresio tecnicn. Nel frammempo il potificstore deve applicare metodi
OPPOrTUIL, LBILrUAZIONAIMENTE NCODoKINN, che devono tere spenfican all'sutontd comperente.

— 133 —



15-2-1990 Supplemema ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38

SAGGIO Di INIBIZIONZ DELLA CRESCITA ALGALE

1. METODO

1.1, Introdazicos
D presente sagpo ha bo scopo di determinase gli efferd di una sostanza sulls aresats di una spece di alghe vardi
unucellulan,

Sagy relativamente brevi consentono di valutare gli efferi sy diverse generamoni, Questo merodo pud essere
adamo per vare speoe di alghe unicelhulani, nei qual caso d metodo seguito deve essere descricto aells
relazions.

D presente metodo 5 applica sopratmummo » wstanse idinsolubll che, nefle condiniond’ sperimentabi del saggio,
hanoo tendents a resare oella far scquosa.

Per sostanze con limitata solubilith nel mezo uthizsato per il aggio, non ¢ & volte posubile determinare
quasutanvamence la ECyy (vedi, pid avana, ke definitom),

B awerodo pud essere ussio per quelle sostanze che son interferiscono dircttamente com Ja misuratione dells crescta
dedle alghe.

Per Tenecuzione del 1agpo potrebhers essere utili le seguensi informazioai:

— wdrosolubilitk,

= tennose di vspore,

— formuls di sovrrecs,

- pado di purenxa deifa somanza,

— stabilich chitmca in scqua ed alla Joce,

= metodh di analisi per ls determinazione quantitative dells sosanza in scqua,
- walore ded pK,,

-~ cuefficients di nipartiione n-ottanolo/ scqua,

— ciguhati di un s2ggio di rapids bodegradability,

t.2, Deliniziosi ¢ aaith
Coucentrarione ceifulare: il oumery 4 celiule per m!.
Cresata: fincreniento dells conceomazione clhulare nel periodo del s2gpo.
Vdoau di crescita: Fincremento dells concentratione cellulare per anith di mmpo.

ECs: 10 questo ectado, s coocenmancae di sostanza w erame che produce us abbassrmenzo dod 50% dells
arsats o della velootd di aescita rispenie al contrallo.

NOEC (roncentanone prva di effert osservan): in questo metodo, la pid elevata concenaanone saggisa alls
quale U parametro(i) sisoi il | bo hostral 0ot alouns mbiiooe sgruficaurs dells aesana, nsperra & valorni dad
cmaollo.

1.3, - Soctaaze di rdevicnento

Per evdenniare eventuali condizion & wgpo oon soddisfacent 4 pud sagpare, come merzo, uns sowanes &
nferuoento. In wl caso s nsuhin andrebbero nponat nella reianone. Come sonanza di nfenmento m pudr usare d

dicronato di potaseo.

1.4, Principio de? metodo
Colrure di selevionate zlghe verdi, oells fase di crescits esponentiske, rengono exposte 8 diverwe concentranom

dicdla sostanya in esamie per up perwoda di temipe comrupondente 3 Tane generanoos od m condinom ben definre. Si
determans ¢ sndi Finitunone della aesnts nsperto 3d wna cobrurs di controllo duraste un penodo sbilito.
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1.5, Criseri & qualich
1.5.1. Condipors per la weliditd del sagpro

Ls conctrazione cellulure oelle colrure i conaralio dovrebbe subire, encro ge porni, us inremento i un fattont

oon wferiore o 1€,

L scoeoparss delle sostanzs in esame dall'scqus, per rasferimento nells biomassa, oo wvalide necestanamense il

HEPO.
1.6, Procedinento
1.6.1. Preparatrom
1.6.1.1. Attrezzaturs ¢ marensli

~ MNormak srrezzatura da taborarono.

— Beute da saggio di deterranato volume {per sempio, s & volume defls solunione io erame ¢ di 100 ml, sano
adarce beute da 250 mi).

-~ Artrezzatuez per coltuse: armsdic o camers w cui sia possibile mantenere uns wmperarurs compress fall e
25 °C, costanir enere ¢ 2 °C ¢ <he sia illuminata in odo umforme ¢ conanuo oella regione tpevrale
compress fra 400 ¢ 700 nm, (6 rasccomanda un Butse quantco compreso eoro ¢ 20% di 0,72 x 10
fotoni/m? 5. Questo Buno quantics & pari a 120 yE/arls ¢ pud essere ortenuto coa comuni Lampsde
Buorewent del tipo bisnco (fuce-temperatura di circs 4 200 K} che producono circa $ 000 fux tnisurati oo us
colletiore sferico),

— Apparecchisturs per deverminare J concentrarioni celluian {por esempio, coatstore elerironico di parvicelle,
MUCTOKOPAD €O camers & aontegpo, Buonmene, spesaofotometre, colorimetro),

Nota: Quando s uss uso spertrofotometro, pey effettuare misure arendibili a basse coacentrazions cellulari,
pud exere necenians impiegare covetts oo cammine ortico & almeno 4 an.

1.6.1.2. Soluaione di coleura per le alghe

Si racoumandano le seguent soluriom:

NH.Q: 15 mg/l
MgQ,.6H,0: 12 mg/l
C2Q;.2H,0: bt B mg/l
MﬁO..?H.O: 15 uf‘
KH,PO,: 1.6 g/l
FeQ,.6H,0: 0,08 mg/l
Nu,EDTA.2H,0: 0,1 mg/l
H,00;: 0,185 my/l
Ma(l,.4H,0: 0415 mg/]
ZoCly: Ix 10t oyl
CoCl, 6H,O: 1.5 x 10° mg/l
Cu(1,.2H,0: 104 my/h
Na,Mo0,.2H,0: 7x 109 my/l
NsHCO,: 50 mg/l

Raggiuaro Fequilibrio coa Faria, tale soluzione ha un pH di draa 8.
La reccomandazione precedmte non escluse limpego di alire soluncoe 8 condizione, comunque, che sisno
napett3o « seguent limis pes 1 componenn ewsenrigh:

o € 0,7 mg/l
N: € 10 ag/l
somante chefana: € 102 mumolit
durczzs {Ca + Mg): € 0.6 mmol/l

Le soluzsom raccomandace ¢ quelle nporue w Inbliografia, punto 1)}, nspondono & quest requsn.

1.6.1.3, Orgaoismi per 'esperimento
Seleziont delle pecie
$i consiglia di ysare una speae di afghe verdi 2 raprdo accresamento adarta alla colturs £ & sagp. Si ritengooo
idonee lz seguenn speaae:
— Selenastrum capricoroucum ATCC 22662,
— Scenedesmus subspetann 3641 SAG:
— Chlorells vulgans CCAP 211/} 1b.
S¢ 0 usano aloe speae, i oc dovrebbe nportare il arppo di apparencents.
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1.6.1.4, Programmaticne del saggio
Cancenrancor alfelure imiziale
$i raccomands che 2 conocayazione orflulure inizisle oclle colture per i saggpio sis di circa 10° celhule/wl por
Selenastrum capncomutum ¢ Scenedesmut subaprcatus, S¢ u impregano altre speae, ls SMomasia dovrebbe essere
nrle,
LConcentrazioni dells sostanzs s erame
Liintervalle di concentranon is an posono venbicaru effect tossia, viene determinsto in base ai risultati dei saggi
onentatw. Per 1 saggio s dovrebboro argliere wmeno Gnque conarnuarion; distribuite coa progressione
gromemnca. La concencrazione pil basss sagpita poe dovrebbe peovocare effert sull'sccrescimento delle sighe. La
pid alta concentrazions tagpsts domrebbe mibire Macorescimento di altveno il S0% risperio 2b controllo ¢, di
peeferenzs, arrestarlo compictamenns.,
Repliche ¢ controlli
La programmuzione del ssggio dovrebbe prevedere preferibilmente wre prove pes cascuns concenrazioos in esame
¢, ealmente, un sumero doppic di coatroll. Se i programmarione ded saggio ¢ gumificata ls o pod modificare
sumeniando i putvero di concentrazioni ¢ riducrodo § sumear di sepliche per concentrazicoe.
Se si usa un solvenie per sciogliere ls sostanzs in esame, s programmazione del saggio davrebbe includere dei
coavolli supplementari contenent 2 solvente alle pid alhte concentrarioni fra quellt impiegate nelle colnare
saggate.

1.6.2, Esecuzzone def sagpoe
Questo paragrafo coadene le ismuzions per Fsecuzione del saggio di sosanze faclnente solubili, scarsansente
solubili oonché di soscanze volacli.

1.6.2.1. Saggio per sostanze facilmente solubili in acqus
Le calrure per i saggio, contenend i conararancai sabilire dells soranza da esamivare ¢ Je quansith Gesace
dellinoculo di alghe, & preparanc per dilviziooe di aliquote delle solurzioni madri dells sonanzs in csame ¢ della
sospensione di alghe; per be diluisioni ® otlizza il Altrato dells soluzione di colrura delle alghe (1.6.1.2).
$i agitano J¢ beuw di coltwrs ¢ 5 coflocano sellapparecchiarurs di cobura. Durante € saggio  seasaario
mantepere le sighe in sospenmoce ¢ facilitare Peliminszione di COy. A tal Gne 5 pud usare un sicema &
Kuotmenio, apuancse o areanage. Le coiture doyrebbero essere mantenute ad uns temperaturs compresa fra-
2t ¢ 25 *C, controllats ocllfistervallo & ¢ 2°C.
Ls conarnrapoos cellulare in ciascuna bouts va determinsta abrueno dopo 24, 43 ¢ 72 oce dalTinirio del saggio. Per
1a dewerminazione del fondo quando F usano-coutsion di parncelle, ¢ per i bianco, quando & impicgano
m&olm.sﬂmﬂﬂumﬂam&md&dﬂh(l‘ln
Ls munarazione del pH 5 efferrus ailinizio dd usggio ¢ dopo 72 ore. Normalmente, durante i saggio, il pH dedie
soluzicni son dovrebde varisre pid & ana unich di pHL

1.6.2.2. Saggio di rostanze con scarsz solubilird in scqus
Quando la wlubilitk della 1owanza da samunare & deil'ordine & granderza della pid elevats concotrazione
unpangais nel saggio, per preparare b soluzom da eaminare sooo beceisane schanio piconle madifiche af
procedimento precedenre. Come solunone madre dells somanza in esame & pud vsare una solutioae satura, Us
algo accorpmento cousiste nello sciogliere aclla soluzioue di coltura ia sostanza i erame alls conceatrazione
roluta, pruna delintroduzione dells sospensione di alghe.
Le soluzion: madn defle sosanze scarvamente sohulili in scqua possonc esexe preparane per disperions mecadica
o con Mimpago di svacolis o scarsa wxacitl per bt afghe come: solvent orgama, emulsicamo o disperdesa.
Quando & unpregs wa eveicoios L2 s conceatrazione oon dovrebbe superarer 100 my /1 e, oelle programmazione
ded sagapo, vanno pecvish controll spplensentars per quelle sohrzioni per e quabi il veizolo & sddizionsto slla b
2ha concentrazione preseme oelle solunom da esaminare.

1.6.2.1. Saggio per sostanze volatili
A turt'ogg 0on exste akcun metodo & wigpo, the 13 generalmente acorttato, per aagpase scsaze volagh. Se b
p0to che una. sostanza be tendenza ad evaporare, u possooo impugare brute churst con sogescte o di
s,
5000 stat¢ propons delle vanaoh 3 questo metodo {vedi bibliografia, puato 11). Si dovrcbbe cercare di desrrminare
1a quantcd di sosanza che resta o solunont ¢ porte Ja masuima cautela nelflinterpretanone da nEuen de sagp
cifettuats con sosanze volanli 10 axteny chun,

2. DAT E VALUTAZIONE

L concent azsoat celular misurate oelke colture per 1 s2g50 ¢ nei coatrolli vengono raccolte i uny tabells sssicme
alle concenerazion dells sostanza in esame o 1 tepi & ousurazione. Per racoare ke curve di reson 8 npovts
un grafico J valore medio dells concentrarione cellulare pes ogni concentrazsone dells sostanzs craminsts ¢ pev i
coouolli in funnooe ded wempo.

Per determinare 1a relazione concentranooe / efferto dellz sostanza in‘esame 3 doyrebbero usary i due procedisnsst
che wguooo,
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a1 Confrosw defle aree sorro ke curve & crescits
L'ares af & soctd delle curve & aresots pud asere aloolsts con s formuls sguents:

Asw N|;N. xty e Nl ‘N;"m. '('l-"” 1.-‘1-:_?-.-;-%-’ “."‘.l,
dove:
A= ares

Ng s  oumero nocunale & cellule/ml al terapo o
N, = oumero misuraro di cellule/ml o rempo t,,
N, = agumero misursro di ceilule/mi sl mopo ¢,
f; = twempo delia prima derermingzione dopo Pinizio dd sagpo
t, = ‘tompo dellennesimy determunazione dope Pinirio del sagpo
Linthitione percennale dells crescita defle cellule per ogns concenmarione defla sostanss in esame (1, ) & calenlats
come differenta fra Fares soronante s curen di cresdits def conarolio (A,) ¢ quells sortomante Is curva di crescrea
corrisoondents 8 dascuns coocentranone defls sosants ip esame {A )k

P

A

Si riportaso i valori di I, w cana semilogariomica ¢ ® cars semidoganimica probit in fruazions delle
concenaranoni corrupondern. Se i puso graficat, osservao ad oochio audo, s0no allinest secondo ans rens, 4
traccia I rrrta oppure se 8 pud assumere una distribuzions log-oommalke ded valori 5 Saccis ls rerte di regresmone
lineare,
Un valore di ECyy 1 ricava dallinverscaione della retis (di regressione) coo s parillels aifascissa racciste per
1, = 50%. Per indicare senza ambiguith che tale. valore ¢ staro determunato con questo merodo di caleolo s
propone Puso def simboio E¢C 1. [n relanione s questo metodo che prescrive musuranon: 24, 48:72m.|.lmbdo
" divents E\Css (0-72 1), Altn vadon di EC, ad esempio EyCyy; pomsono anche esere ottenuti dal grafico [, versuse
loganma deflla concenerazione.

2.2 Confrowwo delle redocith di sciyescimesiy
La velodd di cresaitn speafica medin (§) per colture 8d accrescimento cponenziske pud eisere calcolata
come
2 BN -8 N,

Tty
Io shernativa 5 pud ricavare ls velocitk di cresaits spenfics media dalls pendents dells rerta di regressions di an
dizgrammas che nporta o N in funzione ded empo.

Per ciascuns concentrazione dells sortanzs i esame, si tracas i grafico della nduziooe percenruale della velocitd di
crescita specifics media risperto al valore dd controllo, in fuanooe del loganmo dells concenraziooe. Ds questo
grabico B pud leggere [a forg EC,y. Perindicare esplicitamente Ie EC ;4 ncavats con questo metodo, s propone Fuso
dd simbolo E,Cse. Yanno indicati i empy di misuranone, per esempio s2 i valore m ciferisce & wnpr di
ouscrvarione & 24 ¢ 48 ove, d simbolo divents E,Cyp {24 43 B},

Nota: Ls velocit di crescita speaifica & una grandezza logantmics ¢, & puccole vanazioni di questa possono
comspondere devae vanarions della biomasss. | valon & EC od E,C son sono percd confrontabili

DUMENCAMEIRE.

) RELAZIONE

Nells redapone sul saggio devono figurare, s¢ posubile:
— Sostanzs in came: dan di wdeouficanone dumica.
— Organismi per il saggio: ongbe, coirars di laborarone, numero del ceppo, metodo di colmes.
— Condigoni dd sagpo:
— dars di vunio ¢ fine del 1agpo ¢ swua duraus;

— oemperatura;
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— conponnone del mezzo;

— apparecchisturs per 2 coltivarions;

— pH defle solurioni alf'inizio od ally fide defla provs (se 5 & oaservats una devianone dd pH superiore
alluntd se o dovrebbe fornire una spicganoneh

— vexcolo € metodo usati per solubdizrare s sottanas in c1ame ¢ concentrazions del veicolo nelle soluzioni per

ia prova;

~ mieosmh ¢ qualith dells hoce;

~—~ CODCCRTTADOM Sagpate (Mmisurate ¢ nommali).

- Risulean:

— conceomanone cellulare por cscuna beuts 8 ogni puato di misuwrazione ¢ metodo di misurs dedla
concentranooe cellulare;

— valori medi delle concentranon celluian;

— curve di cresata;

— Tapprescntabone grafica della relauone cooceazrauone/cffeno;

— valon deits EC ¢ metodo di calonlo;

— NOEC;

- altn effern osservan.

4. BIBUIOGRAFIA
{1) OCSE, Panp 1981, Limeas grada 201, decisione C(81) 30 def. ded Conuglio.

{2) Umweltbundesamr, Beriino 1984, Verfahrensvorschlag « Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatuss, in: Rudolph /Bore: Okosoxikolope, ecomed, Landsbery, 1936,

— 138 -



15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Seriv gererale - n. 38

Appendace
ESEMPMIO DI MROCEDIMENTO PER LA COLTURA DELLE ALCHE

o - "
Sopo dells coltura efferruata con o seguente procedimento & onenere colture di alghe per saxp di towsath.

Si dovrebbero impicgare metodi idoner a garannre che e colture di alght ooo Sana contamnare da banen
150 43313). E perfenbue usare colrure asensche ma & essennale che exse stano cosnnute da uns sola speae &

alghe.
Turte le operanocai andrebbero efferruate 1 condizioar stenli per ewtare contamsnazion da bacten o da aloe
aghe.

Attrexzraturs ¢ materiaki
Vedese il paragrafo 1.6.1: Preparanom ed organusmi per il sagpo.

Procediment per realizzare ke colture di alghe

Preparapors delle soluoom wxintne (mezm)

Tum i sali numntivi d&l mezzo vengono preparat soctoforma di sofurioni concratate madn ¢ conservate ol baioe sl
freddo. La loro senlitzanione & efferrusca per Rlrazicee o o sutoclave.

Si prepars il mezo sddizionando Fetarta quantith di solurione medee 5d 2cqua disallats genle, avendo cura di
entare le infenon. Per orenere mezr: solidi 5 aggiunge lo G8% di pgar.

Coltura madre

Le colrure mzdn sono piccole colrure di alghe regolarmente wasfenite nel mezao fresco per cusere uulizzate come
matensle di partena per il sagpo. Se ke colture non 3010 IMptegate con fegolanta, €ss2 Yeogono SCTMNNE 1
proverie db agar s becen di danno. Queme vengone trasfentz nel mezzo fresco almend una vola ogm due

men,
Le colture madn veagono colovate in beure coniche contepend il mezzo sppropnato {volume di circa 100 ml).
Quando e alghe sono incubate » 20 *C con lunisazicot connnua, ¢ oecestano un wasfenmento sevtima-
aale.

Durante il qasfernimento uns quanotd dells svecchus colnura vene wasfernita con delle pipette stenli in uns beuta
contenente mezzo resco, in modo che, per e speoe » raprds crescita, b concentranone tanake na arca 100 volce
infenore s quella dels vocchus colturs.

La velocits di crescits di uns specie pud essere ncavaio dalla curva & aresaita. Se questa ¢ nots & possibile stimare la
denud alla quale si dovrebbe rasfenre la coltura nel auovo mexmo. Cid deve csere fatto pruma che [s colrurs
ragpungs lo stadic di more.

Coltura preliminare

La coltura preliminare serve 3 fornure una dose di alghe per Finocutanone di colture per waggi. La coltura
preliminare viene incubats nelle condizion spenmenuli ed usatz menore sta ancors crescendo esponensialmente,
di sohito dopa un penodo di incubanone di arcs tre gorms. Le colrure di alghe che coatengono cellule deformare o

anormals vaono scartace.
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1.1,

12,

13

1.4,

L.5.

L4

1.8.1.
1.6.1.1.

TOSSICITA PER ) LOMBRICH]

SAGCIO SU TERREND ARTIACIALE

METODO

Introdunone

In quenio saggio i isboratono Ia sonanza w estame viene agpunta ad un erreno amficale dove s pongooo |
lombnchs per quano dic garme. Dopo 1ale penodo (facoltativamente dopo semte giorm) 8 examina Peffenio fevale
della sostanza wi lombnctu. § saggio fornisce un mevodo di valutazions, a termine relasivamente breve, delleffemo
sy lombnciu di sostanse chumuche assunte e vid cutanea ¢ alimenzars.

Definizion ¢ unith
LCyo: concentranone di una sostanza capace di wcodere b 30% degli animabi in csame entro J pericdo dd
RO,

Sostanis di rderimento

Uns sostanra & aferunento vienie usaiz pensodicamente per damozzaie che fa sensibilitd del sivien s {35 saggio) non
¢ cambiata 1n mode sgnificadvo.

Come sostanza di nierimento si raccrmanda clocoscrtammude di grado analinco.

Principic dol saggic

3 tevtemo b un clomonio vaniabis; § Gta jxIAGIO0, PEr Queslo g0, ut errenn foule aroficiale definio
accurataments, Lombecki adula della speaie Eiema focods {rodi otz in appendice) vengono tenun in un
determinato oo aroficale, tattato coa diverse conomuansom della sostanzs v csame. Quactordici gor-
facoltanvamente sente porm) dopo luno dells prova, s sparge il contenvte de reapynt . UG 2SI € pe:
Qascuni concentrazione st contano | lombrichi sopravvissun.

Criters di quakit

D saggio ¢ programmato 18 modo da essere 1 pit possibile nproducibue per quanto conceroe i subaxato « gh
organistu in came. Ala Bne del sagpo, 12 mortalith Fa gli aumali &i controlle aon deve superare ¥ 10%,
alment s prova oon & valids,

Descruione de meroda
Matanali
Substrato per il sagpro
Come subsrraro di base per i saggo @ usa un ben derermunato wreno aroficiale.
a) Substrato di basc (percencuali cspresae 1 peso seeco)
— 10% ditorba di sagno (con pH pid nano possibie 2 5,5-6,0, priva di reudun vobih & pranie ¢ Gocmente
maanata);
— 0% d arplls caolinca peefenbrlmente con pi del 50% di crolinne;
— arca 69% di sabbia quarzosa ndustnale (sabbia 3 grana prevalentemente fine con oloe d 50 % dei granuli
& dimensron comprese ra 0,05 ¢ 0.2 mm). Quadors 13 sostan2a 1 esame non possa casere sufficeniemence
dispersa i acqua, per ogiu reagiente (disago) andrebbere messi da parte 10 g di cale sabbnia da mescolare
succesuvamente con s sosanzs sesss;
«- arcs 1'% di carbonato di caloo (CaCO,) ! polvere, dusucamente puro, agpunto per porare i pH a
§0 & 05,
bl Substrato por J ugpe
0 smubsracn per J agpo conoene i subsaaro di base, is 30manza n Game ¢ scqua doonuzats.
0 ontenuto w acqua ¢ arca dal 2% al 42% del pero secco ded subnrato di base,
B contenuto w xqua del substrato @ deterouns per auccamenro di us campione fino 2 peso costante, &
108 *C. 0 aveno base & che d wrreno arufiaak deve asere addinanato con acqua fino af punto @ an sca v
ua acqua agnante, Nel mercolare n dovrebbe fare anenzone ad ortenere una disibunone uniforme deila
somanza n esame ¢ del subserata, [ procedimento wguito per sddinonare s waanze w esame ol subsarato
Jeve essere nportato.
¢) Subirae di conoofle
8 suburaio di contrallo contene J abarsto di base ¢ Pacqua. S¢ w uss un additivo, un oieroer contvollo
doviebbe contenere (2 wewsa quandtd & addiove.

14 -
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1.6.1.2. Recipienti per il saggio
Racipuenn & vetro della cipaand & circa ua licre (2deguatamente coperti cos coperch: di plastacs, pram o cori uns
pellicols & plastcs munin & fon di vestilancoe} vengono nempin, B per il tagpo che per 3 conwrollo, coa uas
quatntt & mbstreto umido equvalente 1 500 g di peso seccn & mbmrate.

1.6.2. Condrpone della prove

1 reapsent dovrebbero assere cenuo 8 camere chmanzzate 2 20 *C {3 2 °C) od dumunawe in connnuanione.
L'intensicd lurumosa doviebbere cosere compeessa frs 400 ¢ §00 tux.

La durata dells provs & di qusordia pom, ms & facolucro fare uns primis-detersmunazione della morabith 3 sone
pornu dsilmpa del saggro.

1.6.3, Procedimenso del soggro

Concentrazions del saggio
L¢ copeentrazions delia sostanzs in esame sono espresse s peso della sonanza per peso seceo del substrato di base
{mg/ky).

Saggio orientativo

L intervailo delle concentrarions che causano una morralith varisbile irs 1o 0 ad il 100 % pud essere determunato
com un sagpo onestznve cbe forniscy wformanom smlfistervalio & coocenmanionr da impiegare oel sagpo
definitvo,

Si dovrebbe estraunare la sontanzs alle seguents concentrationi: § 000, 100, 10, 1, 0,1 mg & sostanza/kg di
DK D 0 ssame (Pe3o D),

Se si deve cffcttuare un sagpo definitivo complcto, per ogrs prova onentanva ¢ per il conoollo noa aarnate,
pomcbbe assere rificente un gruppo di diea lombrichi per cascuns concentrezione, '

Saggio definitive

{ risultati de saggio onentativo vengono inpiegan per weeglicre aimeno 5 coocenration in sene geomennca, che
caunno uns mortalith vanabde fra 4o 0 ed il 100% ¢ che diffenscanc fra loro per un fattore costante pon supenore
allt

Con questa sene di concenzranoni, i sagpo dovrebbe contennre una sima ls pib preasa possibile del valore della
LCy ¢ de mion limua di confidenzs.

Mells prova definuovs s utano almeno quattro gruppi di sago per comcentrazions ¢ quartro per contralli non
ratan, ascuno oon diea lombrichi. § raliad oenun coo quest grupp saggaa in replicato vengono etpress
coo i vakwe medio ¢« con L deviazione xandard relative.

Quando due conceotrazsoni consecutive, el rapporto 1,4, danno uns mortalitd pari allo G ed al 109%, quest due
raJori so00 sufficent ad indicare Minservallo runo il quale & compress la LCyy.

Miscela de) subsirato di base peril saggio ¢ delis sosranza in esame

Se posubile, il subsirato pes il saggo dovrebbe cisere preparato senzs akcun additivo che noa da acqus. Subliro
pnuma dellnizio def sagpo, si mescols con i substrato di base, oppure vt s sparge sopra uniformemente, con uno
spruzrstore da cromatograha o dispowavoe sumalare, un'smulsione o dispernone W acqua doonizzas o w alre
solvente dedla sostanzs da esamunare,

Se insolubile in acqua, la sostanas v esame pud essere disciolts ned minar rohime possibile di un idonco solvente
organco (par aempio csano, acrtooe, doroformso).

Per solubllizzaze, disperdere © emultionare ls soRanzs in ecsame, n possono unpicgare soltanto agena che
voladhizano rapsdamente. Prima dellfuso occorre vernlare i) subsmato par 3 saggo. Si deve aggrungere una
quazod di xqua pan s quells cvaporsw. T condolio dovrebbe contencre ls messa quanntd di rurn gli

addion.

S¢ L 1omanza in came non ¢ solubile, disperdibile o emuluonabile i solveno orgava, 10 g di una miscelr
oennuta da sabbua fine quarzosa ¢ dalla quanod di somanza 1n esaoe necessans per wattare $00 ¢ di peso secco di
terreno wnficaie, vengooo mescolate con 490 g & peso swcco ded subsarato pes il aaggro.

Per assaun gruppo di saggpo, 11 nempee ogru reapsente di vetro con una quanod di subsorato umido equivalence s
500 g & peo wecro, ¢ milla superficie del tubsrato = collocane 10 lowbnchi prevedenicmente condizionan per
14 ore 10 un smile mbRTato wmido € quindi tavaa rapidamente od 2saug s Sl acqua i ecxrso pet assorbuento
s aaru ds oo,

I reapeent vengono coperti con coperchs, purt o pellicole di plasncs porforad per impedire Fessiccamento ded
submzato ¢ sovo mantenun nelle condinons penmentab per quaniordia porm.

Le valutarioni andrebbero effetuate quartordio perm (facolunvamente serre pomi) dopo Finzio ded wgpo. S
sparge i subsraro w un prario di vewo o di scassa inesndabue. ¥ csammanc 1 lombnchs ¢ w determuns i cumero
di quelli sopravvisyn. 1 lombnchi sone conuderio mort w 0ou rragcono ad un leggero samolo mexanks
wullestrenuty antenore.

Sc Perame ¢ cHlerruato dopo sette porm, il reapiente & nempio dl pvove con lo stesso substrato od 1 lombnchi
sopravvissun vengooo collocan sulle sus superfioe.

- 4] -
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1.8.4, Orgemem per o sagpo
Gli organusmi pr § saggio dovrebbero essert ndividui sduln di Eisenis foetids (vedi 1a eots dellaDegato) (di
almeno due mes con clitefla) ded peso unudo di 300600 mg. (Pes il merodo & allevamento vedi allegato).

2. DATY

2.1, Tramam oo ¢ valutazione dei nsultat
Si nportano le concenranoni dells sosanzs essnunata con it nspemive percentuali d§ Jombeichi mord.

Quando 1 dati sono affidabili o doviebbero deterounare it valore defls LGy, ¢ i liiti i confidemzs (P = 0.05)
uolizzando metodi standard {Licchfield ¢ Wilcoxon, 1949 o un metodo equivalente). Il valore della LC o dovrebbe
essere espresso i mg di sostanza in csame per kg di subsrato per i saggio {peso secco).

Nei casi ity cwt I8 pendenza della curva di conamirazione s troppo devats per consentire il cakxalo dedla LCy, &
sufficente una soma grafics di tale valore,

Quando due concentrazioni condecutive, oel rapportodi 1,8, dacao mortalich eari allo 0% ed al 100 % , queso due
valori sono sifiamt per indicare [Mntervalla enoo il quake ¢ simiata 1n LCyy

3. RELAZIONE

3.1. Retaziooe sul saggio
Nella eelazione sul 3aggic devono Bgurare, se possibide:
— la dicluarazione che 1a prova & stata eseguita conformemente ai crireri di qualick sopra riporag,
— il saggo eHenuato (sagpo orientativo ¢/ 0 saggio defimovo),

— P'esanz descrizione delle condizioni in o ¢ sato effertuato J sagmo o la dichiarariont che U saggio & stato
condotio conformemenir &l metodo, qualdan modifica del procedimenro deve essere riportata,

— Pesarta descrinione del procedimento seguito per mescolase la sostanza in esame coo i sbsirato di base,

— informanoni sugh organiso impicgats per il uggpo (pecie, etd, medis od intervallo & vaniazione del paso,
condiponi & mantenumento ¢ di allevamento forniure),

~— I meiodo sequto per la dewerminazione dss [Cyq,

— i At del saggio compeensivi & mum 1 dan ulizesn,

— la descrinone de uutom; ¢ ¢ei cambiamenti ossavati ot comporamend degli organismi per i) sagpo,

— la mortalitd nei conwrolli,

— TalC,y oppurt la pits clevata conceotrazione saggata che noa provora mortalich ¢ la pid basss concrarazions
uggranz che provoca d 100% di mortalitd, a quanrordio gioru (f2coltanivamentr 2 sette grorni) dogo [nizio
defla prova,

— i grafico della curva concensrazione/ risposts.,

— ynsultat onenun con la somanza & nfenmento, speoficando # mano sati ONENLG i AOGALODE £00 ] LIEFHO
in questone & di precedens sagp & controllo di quatita,
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Appendice

ABcvamesio ¢ manmrwimento dai loabrichi prims del saggie

Per Pallevamento a poagono gli animali, da 30 & 56 lombrichi adubi, in uas scatols di allevamento con wisrato
fresco ¢ & NMeovono dopo 14 porm. Quest ammali possone essere valizzsn per uitenon gruppe d allevamento.
tlombrichi nan dalle zooteche vengono impicgaer per ¢ 12g quando sono mirun (nelle condinon presatte, dopo
2.} men).

Condizioni di allevamenio ¢ mastenimearo
Camera dimanzrsta:  temperatura di 20 *C (2 2 °C), di preferenza Blwmunaca insnrerroramente (intenucs da

400 5 800 lax).
Scatole di allevamento: done contemtorni poco profondi del volume da 10 2 20 lim.
Suburato: Eisenus foctida pud assere allevara in divers cwremenn animali. Come terrenc per

Fallevamento s raccomanda Puso di una muscels cosnruicz dal SO0% ip volume di rorba ¢
dal 50% di stereo di muces o di cavallo. 1 terreno dovrebbe avere un pH di arca 6-7
{corretto oon carbonasto di calcin) ed una baska conduttintd ioaics (meno di 6§ mmbvos o
0.5 % diconcenmazions saling),

B substrato dovrebbe exsere umide me noo troppe bagnate,
Oloe 2l mewode sopra esposto » possono impiegare con buom nsulun anche aimn
procedimena,

Nota: Esistono due vaneud & Eisenuas foctida che alcuni tassonomi hanoo scparato in tpecie (Bouché, 1972).
Queste sono morfolopcamente sumili ma una, Ja Eiteroa foctida fornda, ha delle npuche strice o fasce trasversali
ui segruenn mentre Palors, s Eisenia foends andrel, ne & priva ed ha un colore rosnccio screziato. Ove possibile si
dovrebbe usare 1a Eiserus foends andres. Se & disporubile Ja mevodolops necessana, & possono usare alge

specic.
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BIODEGRADAZIONE
ZAHN WELLENS TEST
1. METODO

1.1, Introduzione

U merodo & desanato s valutare la pocenaiale biodegradabibitd ultims (1) delle sostanze organiche idrosclobili ¢ non
volank esposte 2 conctnerapom relsavamente devate di nucroorganismi oel conso di up sagPO Katoo.

Puts venficarsi un assorbimento chimico-finco dells sostanrs in esame sui solidi sospesi; di Gd o dovri rener couto
nellinterpretare i nsuitats (vedi panro 3.2).

Le sostanze da studiare vengono impiegate 3 concentranow covTispondend a valon del DOC compresi fra $0 ¢
400 mg/! 0 a valon del COD compreu fra 100 ¢ 1 000 mg/1 (DOC = carbomo organico disoolio; COD = do-
wands chimca & osngeno). Dette concentrarioni, relanvamente elevawe, hanno il vantaggio deDattendibilith
analinca. | compost doedan di proprietd towsiche possono ritardare o mibire il processo di degradazione.

In questo metodo, |2 misurs defla coacentrarione &Imboniooqukodisdokoohﬁdﬁenich’min di ossigeno
vengeno unpicgate per valurare la biodegradances ultima della sostanzs in esame.

L'impiego simultaneo di un merpdo di analisi speafico pud permestere di valutare {a biodegradazione primaria
della sostanza {(modifica della sruttura chimicy della sostanzs m esame).

0 metodo pud exsere applicao soltanto all'esame di queile sostanze organiche le quali, aile concenmazions
impregate per la prova:

— sono solybili v 2cquz nele condinom spenumentals;

— hanno una tenuooe di vapore tascurabile nefle condinoni sperimentali;

= non esroitang effert insbiton s banen;

— 50D0 assorbire s0lanio in ausera limtats nel sisema sperimentaie;

«~— pom vanno perduee per effcuo della formanone di schiume pells solupone iny esame.

La disporubdics di dan sulle proporzion relative des prncipeli componenti del materiale da esaminare sard iile per
wnterpretare 1 nsultzo, pardcolarmente pa czs 10 cui i nsultat sono basa o rascuraiudi.

Per poter incerpretare s nsuban poi bats ¢ per poter scegliere b oppomune concomrazion sperunentall sard altresl
uale disporre db dao willa tosnat della womanzs oe confrona dei oucroorganism.

1.2, Definizioni ed anitd

D tivello di degradazione ragpunto alla fine dell esperumento, denoaunato «hodegradabditd od Zaho- Wellens
Tests, ¢ daro dall'espresyione:

iCr - Gy)
% Al - 100
D (%) [ € = Co) x
odegradaziooe (%) ai uwmpo T

vajon del DOC (o def COD! della muscela in esame, espressi in mg/) ¢ misuran e ore dopo Fimo dells
prova {DOC = carbonio organice disosha, COD = domanda chumics di oxngeno)

valon dei DOC o del COD nells ouscela m esame al momence del prelicvo {mg/l)
Cy = valon de! DOC o-del COD relanw 2l sbuncos al momento del prelievo (mg/1)
Caa = valon del DOC o del COD del <buncos, musuran o ore dopo Iinatro della prova (mg/1)

iy

)
-
]

L'entta della degradanone dev'essere arrorondata sil'unid percenruale.
La degradanone percentuale m espnme come eliminatione peroencuale del DOC (o del COD)Y dela sontanaa
penmeniata.

L3 diffesenza ora d valore misuraro dopo me ore ¢ i valore calcatato, o prefenbudmente musirato inaislmenze, pud
fornure mformazniors ueh w mento alfcimnancne della sostanzs (vedi punta 3.2: <Interpretanone dey

nsultags ).

M 1 ormuns «ulnmae ¢ epimanas ., oot alla buodegradatsone , 2000 radunoos des teram Egleu sulnnates ¢ JPOSRITY s, PAPCTLY MR -
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1., Sostsaw & riferimcate

l» taluni cam, quando vengone mudise somanze ouove, pud exscre vnle Mimpwego di sostanze di niferimenro,
Tutana, non posono snairs esaere raccomandare speahche sotianae & nbenmeato.

1.4, Priacypic ded metodo

To un reapence di veun da | a4 litri, provniro di sptato. £ € acTeatont, vengont nrodort contem pod ancamente il
fango aravo, Ir sosanie nutnove mierali ¢ if matenazk da esamunare, quake vrsca fonte & carboso, 1 solutsome
-soquosa. La museels viene agitats ed acreata als-vemperaturs di 20-25 *C, sotro illumunazione diffuss o mn camers
oscura, per ja durstz massuma di 28 pores, 0 processo di degradazione vnene seguito medianie determunsnone de
valan de COD o ded DOC neils solunione filrats, esegunts pomalmente o comundgue ad wiervaili approprian ¢
regolan. § capporto fra d DOC (¢ i) COD) dimunaic dopo azscun intervallo ed if valore 3 tre ore dall'ininio vnene
espresso come brodegradazione percentusie ¢ serve per misursre Pennti della degradanone in quel momento,
Duagrammando tsic valore 1 funtione dd tempo o cosruuee Is curva di biodegrsdanone. Empiegando us merode
analinco speafim ¢ possbile miswrare e vananon: di contentrancot dells sostznza in esame dovuie ally.

biodegrsdazicoe (beodegradabidith pnmans).

1.5 Crizesi & qualid

Prowe Sincvalibranone o9 laborston hanno dimostraro o ls siproduabilitd & questo ectodo & soddisfs-
ceute.
La sensbilits ded mctodo ¢ determunats pruscpalmentr dalla vansbditd det sbisncos ¢, in ousurs musore, dalls

preanone con cui ¢ poasiblie determunare i carbonso organico disaioito ¢ s quannu del composto da esamnare
contenuto sel merxo.

1.6, Descriziooe ded mesodo
1.6.1. Preparapoms
1.6.1.1, Reszrivi

-~ Acqua per i taggeo: acqus potabde & contcouro & carbonio organico inferiore 2 5 mg/l. Ls concentrazione
globale degh ion calao ¢ magneeo son deve upaare 2,7 mmal/l; w a0 conwrano sard necessaria
un'opportuns dikiriooe cos acqua deomeats o disallsts

— Acido solforco, p.a., 50 g/t

— Saluoaone & wrossado & sodie, p.a., 40 /1

— Solurione nutntiva munerale: sciogliere w1 liro d'acqua doomrrats:
doryreammanico, NH.Q, p.a. 385 ¢
orofosfate monasodico didracg NaH, PO, 2H,0, pa. 33,4 ¢
artobusfite mosopotastico, KH,PO,, p.a. 8.5 ¢
artvlodato dipatasaco, K,HPO,, p.a. 21,75 ¢

La mrscds serve contemporanesmenre di sostanzs outrmovs ¢ ds tarmpaone.

1.6.0.2 Apparecchisture
Reapuron clindrna di verro, dd volume da } a2 4 b
Disposiove di agrapone. L sgitatore vero ¢ propno, di vego o metallo, dev'essere sosiawio da un albero sdano ¢
deve parere 3 5210 cm ayea dal fondo ded reapaepie. S pud anche wnpuegare un sptarore @agnenco, coo barrcrts da
7 5 10 on d& lungheta
Tubs di veoro, ded diametyo vieerno di 24 mem, per Mncrodunione dell’ sna. Laperturs ded rubo deve wovars o ) am
crcy soprs # fonde ded recipwece
Cenmfugs () 350 pn arcs)
pH-mctro
Misur store deil’osuageno dnoako
Filmn & cama
Apparciciuarurs por fikrancas s svanbrans
Fili s manbrana, poront) 0,45 wo. | » membeans wono adata soko s conduzrsone che poo ardano carbone
Organksd ¢ wou assarbano {a sottanrs durane la Rlitranone

Apparecciusrura anabrics per bs deerman i ddd contenuro i carbonso organsco ¢ della damanda chumaca &
artagens
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1.6.1.3, Preparasione dellinocule
Lavare o fango artive provenients de un snpranto & gartameno biclopico ceomfugando o lasciando wdimentars
nporutamente con Fsoqua per U sagpo (vidi sopra).
1 fange sravo dewe rovars io wdonee condizioni, Emo pud esere predevato da un impiamo di tranamento di scque
di scanco w buone condiioni & funpoogmenio, Per orrencre | maggior sumero posubile di specie @ ceppi
differenty di bacten § prefenbie mescolare gli inocali provenicnt da varie foot (por sempio: vari mmpisna &
Tanamento, esratm di suoli, acque di fume, eex ). Lr mrsorls deve ensere rartats come descrieto soprs.

Par controllare Mattivied del fango stbva ved obre 4 puragrafo «Controllo funzisnales,

1.6.1.4. Preparsitone delle soluzion: da examinare
Nel mapiente per Al saggo, introdurre S00 ml dell'scqus per J saggio, insicme alla solunone numiniva aupersle in
quant pan 2 2.5 mi/l ¢ al fango aruvo in quanotd comspondente 2 0,2-1,0 g/ & marerisle seceo nells sscels
finale. Agmungere 1a soluzione madre dells sostanrs de eraminare in quantith take das ortenere o DOC da 50 5
400 mg/1nella muscela inale. I cornspondend valon de) COD saranno da 100 s 1 000 mg/1. Partars con Pacque di
an sopea Al volume totale da 1 2 4 Stn. H volome rocale da sceghere dipende dal sumero dei campeoni da prelevary
pet le derormunanon dd DOC o del COD, nonché dai volumi pearssan per | procedimento analivico.
Nocmalmence, urs volume di 2 lim pud essere considerato soddisfacente.
Per cascuna sene di saggs va preparato almeno un reopunns &controllo (bianco f: st deve contencre scluaro il
fango araro ¢ la solunone cutnbva munerale portata allo sess0 valume rotale dei reapicnti per J sagge.

1.6.2. Estcunione del sagpw
$i agta i contenuto do reapitnn per i sagpo con agtaton magnetici od 4 spisale, soeto ituminazione diffuss o in
camers oscura ¢ alls emperarurs di 20-28 *°C. L'acrazicoe deviessere onenuta wnsufflande ana compressa

punficata facendola passare artraverso un taropoae di cotone ¢, se necessano, una bomglia di lavaggio. Si fard in
modo che il fango non u deposit ¢ che s concenoazione dell'osugemo nos soenda al di sotre di 2 mg/l.

0 vadurx ded pH deve ciscre controlfate ad intzrvalli regolan (ad esempno quotidianarments) e regolato se necessanc
sul valore di 7-8.

Le perdite dovute all'evaporazione andranso compensate immediatamente prima di ogni prelievo aggiungendo
acqua deionuzats o disallata nelle quantrd nchicste. Sard particolarmente ytile segnase il hivello ddd liquido sl
recpente pnma di avnare la provs. Dopo opr campionamento (in assenzs di serazione ¢ spraziooe) W
APPOITANNO NUOVI CONTTasseP . | prumi campioni dovranna scropex essere prekevat e ore dopa Minizio dells prove
per venficare s¢ ha luogo un assorbutento del matenale in esame da parte del fango aravo.

L'dliminazione deila sonanza in esame dev'essere sequits medisate decerminarioni del DOC e ded COD, efferruare

quop-dianamente ¢ ad intervalli comunque regolan. | camoproni predevad dal reapwente di aggo ¢ dal sbizncoe
devono essere filarat su cans sccurstamente lavata. lmidddﬁlunodr.ﬂuolumdﬂmoamnmu I

fanghi diffialmente Glorabili possons essere eliminat v precrdenza cntnfogando per 10 minuti. Le detormins-
nens def COD ¢ del DOC devono essere efferruste aimeno i doppio. L'esperunento deve proseguare per ls durats

di 28 porms.

Nota: | campions che nmangonso rorbidi devono asere filran atraverwo flai 3 membrana. Quest whimi sow
devono cedere od assorbue marenale orgaasco.

Cosntrollo funziosale del faoge attave

1o parallelo a cascuns secie di esperimenn, deve sssere 1agata una sostanza nota, desanata 3 congollare ls
capacna funnonale def fango amvo. A quesio wopo 1 ¢ mosyato unde il glicoldicalensco.

Adarramento

Qualora m eseguano analiv ad interealli celanvamente breni (ad esempio quotidianamente), Fadaruraento pud
essere chiaramente congollato dalla curea di degradanone (veds figura 2). B sagpro, pertanto, non deve clsere
awato unmediatamente pnma deffinterruncoe & fine wrnmana.

Qualora Tadattamento 8 venfichs verso 12 fine del penodo di ugpo, il sagpo nesso pud essere prolungate bino al
moments i s Is degradanions & xymunsta.

Nota: $¢ ¢ necessana yna conoscrnra pri vasa ded comportamento dey fanghy adsnian, lo sitsso fungo arovo deve
€13CTE POSIO DUOYAMEDTE 3 CODIITD <On 0 NE10 matenale & prova, procedendo come segue:

arrestare Pagtatore ¢ Pacratore ¢ lasaar sedunentare o fango amuve; dimunare d surnstance, nempire fino a 2 bm
con aqua per d sagpo, aptare po 15 minun ¢ lascare nvovamente sedimentare; dimungre avovamenes |
summarante ¢ impregare J fango amanente per npevere d sagpo con gl sesa matenall conformenenre 2 quanw
tndicate 2 precedena puna 1.6_1.4¢ 1.5.2. 8 [ango arnvo puo axsere isalato anche per crntnfugaione anzché per

sedunentazione.

0 fango adamato pud essere mescolato coo fango o, fino #d uns quancel weale di 0.2-1 g di sostanza seccs pet
bro.

— 146 .
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Mezzi enalivcs

Normaiments + campioni vengono Gloan anravero as filoro di carta scouratamente lavaro (per  lavagpo,
unprgare acqua daocuszara).

1 campioms che restand torbidi devono essere fikrzo cos filtn a membrans (0,45 wm).

La conceaaarione del DOC dev'eysere deterounats w doppeo sl campione filirato {scartando i primi § mi) coa
apparecchisturs pey la deverminazione ded TOC. Se § fhraro non pud essere analizzato 1o stesso pomo, €150 va
coaservato m frigonfero fioo a) gomo succemvo. Una conservanione pi lungs aon ¢ da raccomandars.

La coocenrazione de! COD va determunata s campeone florato aom il procedimento anilitico desannio el
nfenmento (bibbografico 2).

1. DATI E VALUTAZIONE

Le concentratsons del DOC ¢ dai COD devono cisre derermunate almeno in doppeo in ogni campione secondo
quanto indicaro al punto 1 £.1. L degradazone 3l momesto T viene cakcolsts mediante Is formula nportats

finsieroe alle defininohiY af puirto 1127

La misurs della degradazione dev'essere arrotondata alfunith pescennsale. L'entck dells degradazione ragpunta,
alla fine dell'espenimento viene definits come «bvodegradabrlith seconda Zaho-Wellems,

Nota: Qualora la degradazione complera venga raggpuncs prima che il empo secessario per il sagmo sis termunato
€ questo nsultato ua confermato ds una seconda analisi efferrusta i} giomo ucoesuvo, il saggio pod asere

conuiderato comchuso,
3. RELAZIONE
1.1, Relarione sl sagpio

Nella relanone sul saggio devoao figurare, se possbile:

— la concentranicoe winale detls sostanzs,

— rurne le alire informaziom e nsultat sperimentali concemenn la sostanza esaminatz, la sostanza di rifenmento

-{se unpeegats} ¢ i obiancos,

— Iz concencrazione dopo e ore,

— l3 curva di rodegradazione con la relaave descnnont,

— ia data ¢ ls localich & preficvo da microorgansme usin per Fespenmento, lo sate di adaramento, Is
CORCEDTTAZIONE UUPCEaLs, &X.

— le pusaficationi saicotfiche por qualpan modifica apportaa al procedimento spenmentale.

3.2 Ioterprewanicns da risnltat

La nmazooe ded DOC (o0 ded COD) che u venhica graduslmente entro @omi o setimane indica che 1a sostants in
esame 2 subendo odegradazione.

In calumi c19 pud comunque estrare ia poco Massorbunento chumico-fisico, denatato dal farte che ls scomparss 5
verifica n modo completo o parnasle fin dalliruzio, entro le pnme ore ove ¢ che la differenza di risposta us
sernaann de controllo ¢ ded 1agpo nmane & bvdl waspectatamente basa,

Se u wole distinguere fra I beodegradanone (0 brodegradanone partiale) ¢ Tassorbunento, 3000 Decran
ulienon uggi.

Cid pud euere fatto 16 numeron mods, oa J metodo pris coonncente conume nell’impiegare J sumatante quake
inocule tn una prova del dossier di base (prefenbdmente un sagpo respudmetnco).

Le sostanze che, nel cono d questo sagma, mostrano un'sievata elimunazione ded DOC (o del COD) noa dovuta ad
sssorbumente devono essere connderate pocenzsaimeate biodegradabii. Usa nmozione panaale, oo dovuts ad
assorbimento indica che il prodonto chumsco ¢ soggeno almeno 1 parte alls bvodegradanone.

Una runonone bassa o nulls del DOC {o del COD} pud essere dovuta all'inibinone dei oucroomganisnu da parce
dclle sostinze 1n esame: OO pud anche esscre avelate dalla tiv ¢ dalla pesdia di fango, accompagnata dalls
formazone di surnatann torbich. [n queso caso ¥ ugpo deve msere npetuto umpaegando Is sOLIENIA W ESLIC 3
concenirancoe Munore.
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LUimprege & un meredo di analin specfico por a sostants i csame o defis sot1ania marcata cos “C pud
consennre uns magpore senubiditd. Nel caso di composco mareao sl 19C, if recupero di “C0); confermerd che lg

bodegradanooe ¢ avveouns,

Quando i risultat 1000 erpress i termini & blodegr sdazione prmana, dovrd essere fornita, possibilmente, uns
freganone della modifica di srutrurs dumia che conduce siha dimuounone & nsposta della sonanza o
same.

Si deve dimostrare la validitd de) metodo analitico ¢ formure [a nsposta ontenuts sul «biancos.

BIBLIOGRARA
(1) OCSE, Pang 1981, Linew Gunda 302 B, deanone C(31) 30 def. del Consiglio.

{2) Allegaro V C.9 Degradanone: Domands chimacs & ossigeno; ditertva 84/ 449/CEE dellz Comaussione,
Gazzetta wfficuale delle Comuritd ewropee u. L 237 del 19 srocmbre 1984,
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Appendica
ESEMPIO DI VALUTAZIONE

Composto organxe: aydo #ctossbenzowco

Conceatranione troncs deffs sostanra: 600 mg/1

DOC teonun: 390 myg-1

laocole: unpusto di oranamento delle acque fognanc di. ..
Concentranone 1 g di somanzs weea

Seawo di adattamento aoo adattam

Anadig: determunazione DOC

Quanatd ddd camprone Jmi

Sostanza di conrolle glicoldienlenico

Towncik ded composto oasus efferto tosuco af di sorro di 1 000 mg /)

(merodo unlizzate: sagpo in tubi di fermentancoe)

Sottanss di nferumenso Sostanzs io crame
T & X
boi o Bian | ey DOC | negradanone| DOC ) DOC | Degradarione
DOC ) 7 oeree ~y " ot by
oyl b my/ s mg/l

¢} — - 3000 -_ - 3%0.0 —
Jore 4.0 2980 2940 2 3716 3676 [
1 pormo sl 1383 2822 [ 3733 3672 &
2 porm 50 %2 762 L 360,0 3550 9
5 porm &3 2708 2442 12 1238 137,5 52
§ porm 74 253,) 2459 1 1439 136, &5
7 pornd n3 25 m2 3 104,53 93,2 76
8 giorm b | 142,35 1347 55 51 51l v
9 porni 70 350 0 n 13,1 11,1 97
10 porm 18,0 370 120 4 20,0 2,0 9

(Y Valore medeo & me devermunazn,

- 13y -
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Figurs 1

Excmipmw di curve di biodegradazicos
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Figure 2
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BIODEGRADAZIONE

SAGGIO DI SIMULAZIONE CON FANGHI ATTIVI

1. METODO.

1.1 Introdurioas

1.1.1. Osservanon gensvals
B metodo pud essere applicato esclusivamente 3 quelle sostanze onganiche che, alle concentrazion: impregate per 4
ugpo:

— 000 solubidi 1n 3cqua nells musura necessana per la preparanione delle solunoni per iU sagpo,

~ hanno, selle condizions del sagpo. una tensiohe di vapore erascurabile,

— non eseratang effern inibion fw batren.

La disponibilita di dan sulle prdporziom relanve dei pnnapali componenn del prodonto da esamunare sars unle per
nterpretare s nsultat otenus, n parncolare o quin Cas o Qu i valon trovap sono bass: o non ngmificanw.

E auspicabile poter disporre di dat sulla tosuaw dells sosanzs nei confronn dev microorganism per
Tipterpretanone di evettruaks bass valon ¢ per Ia sexlta delie coocentrazicey spenmencali appropriate.

1.1.2, Detérmnapone dells bnodegradatnlitd winma (analin DOC/COD} (1)

Scopo ded mewodo ¢ la dewerminazione della biodegradabilitd ultime medianes misurs dells rimonone della
sostanza ¢ di quainas metabolita i ue impranto modelle 3 fangh amuw, ad uns concentrazione > 12 mg DOC/1
{o a drca 40 mg COD/I). Sembrano ommali 20 mg DOC/] (DOC = carbonio orgamco disaaolto/lizro;
COD = domandas chumsca dr ossigeno).

Si deve davermunare d conmnuto dr carbonio orgaruco (o lt domanda chumea & ostigeno) del matenale

S5ame.

1.1.3. Determmnanont deils brodegradabulstd premana (anabisi specifica) (t)

Scopo del metodo ¢ La determinazsons dells biodegradabilitd pnmaria di una somanza in un impianto piota 2
fanghy aran, 2 una concentranione di arca 20 mg/l, con l'impiego di un mectodo analitico specifico (3¢ d metado
.anzhoco e 13 tnuat deila sostanza lo consentono, 4 pud usare una coocentratione pit bassa o pra elevats).
Questo consene 1s valutazsone dells Modegradabaditd prunana defla sonanva (modifica dells strutrara chumaca
della sonanza w erame).

0 metodo noo ¢ desanaro alls determunatione dells maneralizzaziooe dells sostanza csaminata,

Per la devermunanone dells somanza esaminata occorre dispoere di un metodo analioco adeguata,

.2 Definizioai ¢ anith
1.2.1. Anaivn DOC/COD
0 grado di nmonone della sostanza & daro da:

T-(E -
DR = ——(TE'L’ x 100% (1))
dove.
DR = grado 4 nmozione percenruale del DOC (o del CODI relanvo alla sostansa in crame entro i tempo medio ds
rientone fasaco
T = cononoanonc defla sostanza i esame nell’afluente v mg DOC/ bio {0 ;mg COD /ligo)
£ = concenaazione del DOC (o del COD) sell'¢Hluene delluntd per | sagpo e mg DOC/livo (o mg
COD/ o)
= concenrapone del DOC (o del COD) neil'effleuente detl'unitd pes 4 sbvancoe in mg DOC/liere (o mg
COD/twro)

La degradanione s defimice come 12 nmonone pereenruale ds DOC (o di CODY, nel tempo di itenzione fissaro,
relaavo alla wostanza w .

{*) | termun suinmae ¢ sprunarue, nimt alls beodrgrad. . sono tad do inglew ~uliunssre ¢ -prinarys, MPEMYaments.
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1.2.2. Analiss specifica

L'disunazione peramruaie della somanza esamenars dalls fase scquosa (Ry), ol tempo medio di ritensione
fissato, 1 ncavs da:

Ry = c.;co x 100% (b}

dove:
C; = concenmanione dells sostanzs nell'sfBuente dell’unind per U 1aggro (mg di sostansa/livrs, determunats con
I"anaiw speafics)
= concentrazsone dells sostenza nell'eifluente dell'unutd per d 13gpo (mg di somanza/lico, deteroninara con

I'analisi specifica)

i.3. Sostanze di nferimento

[n aleuni casi, quando w esamina una nuova 1ostanza, possono essere unli delle sostanze di cifenimento; od
nonostanie, non ¢ artualmente postibde indicare sostanze di nferumenio speahche.

i.4, Principio del metoda

Per la determinazione del}a biodegradabilita ulama o fanno fanzionare in parallelo due unitd piota a fanghi attivi
(sagpo di conferms del"OCSE o unsth a vaso poroso). La somanza in esaroe wviene addinonacs all'affluence
liquame sinteuce o domesuco) di una delle urutis, meoae I'ales neeve soltanto liquame. Per [s determunazione
della biodegradazione primana con Fanalisi speafica dell'affluente ¢ deileffluente & impiega soltanto una
untd,

Si misurano e concenaniem di DOC (o di COD! oegli effluent, oppure 9 determnano con Tanalis speahica le
soncenmanons dells sonanza.

0 DOC dovuto alla sostanza wn esame oon viene Misurato ma soltanta speaficaro. Quando s cffertuano ke
musurazion del DOC (e del COD), 3i assume che La differenza fra le concentrarion; medie degli effluenn del saggpoe
del conwrollo sua dovins ails sostanes in esame son degradata,

Quanda vengono effetruate analisi speafiche ¢ postibile musurare [a vanabione della concentrazione deDa sostanza
s esame |odegradirione pnmana).

% possonoc fare funoonare l¢ vl scguendo J sustema delle onud accoppaice, com | procedimento defle
wansinocu/zzone.

LS. Criten di qualich

La concenirazone di partenza della somanza dipende dal upo di analisi cffertuata ¢ dalle sue Linutazions,

1.6. Descnizione ded me1odo
1.6.1. Preparazione
1.6.1.1. Apparecchiatura

A paric J caso delle analm speafiche,  necessana una coppuz dr unita deilo gesso npo. Potsono essere inpegsn
due nsteom:

Saggo di conloma OCSE

Lapparccchiatura {allegato T} 2 cosnnuta da un serbaroio (A) per J liquame anienco, da una pompa di dosagpo
t8), da ucs vasca di serazione :C), da un wedimentaioee (D), una pownps ad ana compressa {E) per nodare ) fanghs
atuve ¢ una vasce \F} per raccogliere effuente rattato.

1 serbator (A) ¢ (F) devoso assere di vewro o di idoneo matenale plastico, € dells capaots di almemo 24 lim. La
pompa | B} alimenta con un fussoe costante & liquame untenco la vasca di sevanooe; » pud umpicgare qualuan
usiemna wdonco purché wa w grade Jdi asscurare U futso e li concentranoae di alimentanone.
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Durzsme i poreale fnziossssenco, Falienia det sedimentzrore (D) & fscans in modo che i volume delts scluzione
Chiarsiicits covteonio oclia vasce di serazione ns i wre bes. Us dilfusore di geancriale sincerizzans (G118 sospeso add
recapeeeer {0 of wertice dud rono. L quashtra di wty insi st svtreverso Taerntone pud cuert destrminats con ¥a
Bussconewo. £.a potmpa 86 aris compresa (E) & regolata in modo dhe i fengo attivo sia ricidaco con continuith ¢
regolarss da! sedicrentacare al recipiane & seraziont {C),
*Vazo poroeoe
1l vaso porote § realizzare con fogli di polietilent poroso (spessore 2 mm, dimensione massiens dei pori 55 pm), 8
forms clindet del diametro di 14 om £ 000 uns base conica & 43° (Bgurs 1 € 2 dedlPallegato (1), B vaso poroen &
CONTEPUIG 15 un reapucnee imperavesbile & plasnics idoocs del dismetro o 1.5 cm, com uiia luce sulls paree cilindrics
#¢ una altezxa di 17,2 am che d=terming d voluie (tre fitr) def vaso, MNells parve supesiore de! necipiente interno
ovs u aoetio npdo di wsiegna in plaswcs sdores in modo ds avere uniwcercrpedive di efluno di 0.5 ou fra il
Tecpsenie wterno ¢ quelio estamo.
1 ved poron ponono essere montac ml foodo ¢i vo bagromaria controllats mrmossicamente. Ails base dod
recipsents wierno, dove souo collocan dova diffuson, 6 ba m'alimentanane di asis.
¥ recipiens (A) od () debbooo cssere di verro o di plastica idoaes 23 geere una capatick di almena 24 kioi. Ls
pompa {B) alimenta, ¢on en Auwo cosante di liguame Sateton, I reGpieste di tzrazione; & pud urpiegare
Qualrist astema a0 sd atticurave d Gusso ¢ la concentrasion: & alireiarions.
Mmhmmw&nmapemwc&mmdmm;lvﬁ
ot vengoas puliti medisnte immersione per 3¢ orc ia uns soluzione & ociorito sepuita da an laviggo
aoourzo con acqus & rlxnemo.

t.6.1.2. Filtrazione
Apparetchiaturs por flirazione w membrana ¢ membrane filrant con pori da 0,45 um. Le menbeane floant
sono adane soltanto s non ardono carbomwo organian ¢ aoa assorbono lr sostanza durante ks flmraxione,

1.6.1.3, Liquame
51 porsopo unpicgare sis un'idonea alimentazicae sintetica, sia liquame domestico.
Esempio di alimentazione sintetica
Sciogliere i un livo di acqus di rebinemo i seguenc composn:
Pepicne: 160 mg
Exrano & corse 110 mg
Urea: Vm
NeQl: Tmg
CaCly IHO: 4o
M50, TH,O: 2og
K.HPO.: 28 mg
Liquame domesico
Dovrebix enere raccolio fresco onni goruo dallo soramazzo dedla vascs & sedimeatazions primaris di unimpianto
che rrara in pervalenta liquami domesta,

1.6.1.4, Scluzione madre della sostanzs ia e1ame
Si doviebbe pregarare unz soluzione dells sortanza io esame, ad ssempro ail'l %, da aggiungere pell'unitd di provs.
E necessasio fissare la concentranone della somanza in modo take che si conoscs il volume neceisario per ottenere Iy
coocentrancoe & provs da adduionare 2 liquame o direnamenie selfunitk per mezio di ung seconda
pompa.

1.6.1.5. laocule

Osservanons: Usende liquami domestic, saiebbe superfluo Fimpiego di us ineculo o bassa concentrazione

bartencs, ma u possond usare fanghu arom.

Fossonc msere usats svanan noaili, ¢ oe danno oe esempi adasos

2) Inoculo ds effiventr weondarnio
5i dovrebbe neavar Moocubo da un efflucnte secondano di buoas qualicd reccolto da un impianto che trana in
prevalenss liquam domessa. Nel penodo compreso b i camponanionto e limpiego, Feflluente deve exsere
tenueo 1 condizion: serobie. Pes preparare Finoculo, si Blra il camprone s Altro 1 clevata porosith, scurtandoi

prums 200 evl. |} filraco ¢ mantenuto n condizicui serobwe ‘mno ol momeko delfuto, L'inoculo deve exere
uopecgsto i pormo esso ded prebevo. Per Pinocularione accorre impicgame almeno 3 ml.
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b} lnoculo comiponio
Inoculo ds un effluenee secondnnio:
vedi desenrone precedents,
Inocuio do wrreno:
5 sospendono 109 grammi & terreno {Sertide, non senle} in 1 000 mi di 2oqua pozabile mente da dovo {verreni
£on un contenutd ecorsuvo & argilla, sabbes 0, bumut sont sono adata). Dopo spiavions, u lasas nposare la
sospentione per 30 munve. Si Glos d surnaiante sy cana # chevata porotith, seanando i premi 200 ml. Si
sortopore wemediatamente d filcato 2d svazione prolungandols fino o momento delffaso. L'inoculo deve
essere ynkizzaro o giorno mesto ded preficvo,
troculo da scqur superficial;
un sloro inocnlo parziale pud otteners: ds acque superbaali yemupytride {mesosaprobiche ). & filtra if campione -
1 casts ad elevars porosith, scanando i priem 200 @l. S manaene in condizion aercbie fino 3l momento
dellimpuego. Lincculo v2 unlizzato i gioroo stesso del peelievo.
$i menooo insieme § voluou dei te campioni partiali di inoculo, i mescolano bene ¢ 5 proleva dal miscuglio
ottenuto Finocwio finak. Pu Fisocularione occome chw €130 28 & simeno 3 ml.

¢} lnocule ds un fango smvo
i pud usaee come inoculo un volume (non pit di tre fitri) di fango attive contenus in solidi sospess fioo
» 2,5 g#l) prelevare dalla vates di asrazsode diun impianmo che tratta prevalentemente liquam domesna.

1.6.2. Procedimento
1l saggio viene eseguito s temperarura ambiente; questa-doviebbe essere manienna fra 18 ¢ 25 °C,

Se &) caso, I s2ggio pud esscre condotto 3 uns temperarura piis bassa {fino 4 10 °Ch: se la soqanza viene degradata,
allors non occorrona, di solizo, alwe operancn:. In caso contrano i sageo deve e condono ad una
temperarura costante compress bra 18 ¢ 25 °C,

1.8.2.5. Periodo di avviamenio: formazione/stabilizzazione de) fango delle unctd

8 perrodo di formarions/siabllizzancne del fango ¢ il periodo necessario perché la concenrazione: da solidi
sospess del fango atavo ed J funncnamento delle unitd pervengano atlo wato di regume nelle coadition operauve
wolute,

G periodo di avnamento & quells che va dalfmante in cui ls soanza in'ename & agpunts per I prims volta fino
all'istante i cui Is sua nmanone 8 sabikzrs (valore relaovamente costante). Queso periode can deve siperare ke
& sernmane,

0 penodo di valutaziooe ¢ di e sermman  parnre dallintante i i la nmozions dells sostanaa 1o crame r2gpunge
un valore relstvamente costante che ¢ @ solito evato. Per cutre le somanae che, nelle prime 300 settumane,
maurane una degradariooe limitats o nulls, s prendono, come penode di valuaion:, b successive oe
setamane,

Allimiznio u nempe 12 (Je} uritd occessanaie) per uns prove con Finoculo mescolaro con FafBuenee.

$i mentono allora n funzione Tacratore (nel c200 della anitd ded roggio di conferms OCSE b pomps ad ana
compressa (E)] o § meccanismo di dosaggia (B).

L'afflucnte, pavo della sostanza da esaminare, deve antraversare il recipicnie & serancoe (C) ala weloowd di 1 17h
appurc 0,5 17h; cd comporta 4 tempo vedio di ritenzione di ue o di i ore.

La velocick di acrapose dovrebbe essere regolans in modo cbe §f conteauto del reapeate (C) s manenuio
coszantemente 1n sospenucoe of i volume di asngeno disaolto ns di simeno 1 og/l.

Va ewitata, con mezti adeguan, 2 formancot di schivma, Non i devono usare agenn annschivmogens che
mbucano J fango amvo.

D fango accumulatos sclls parte supenare del reapaente di stranone (C) [per ke unild def sagpa di coofermas OCSE
alla base del recprente di sedimentanone (D) ¢ ael arcwre di dreolanone] deve essere nportaco aclla soluzsone
chuanficata almeno una volta 3 porme.con Muso di una spanzola o d&i quakche altro mezo ppropnate.

Quando i fango ha difficoleh » sedimenrare, se ef pud sumentare s denncd aggrungeado delle pornon di 2 mi di
ana solunone al $% d&i doruro femun ¢ nperendo operanone quando decessana. ’

Si raccoghie Fefflucnte nel recipuence (E o F) per 10-24 ore ¢ u prefeva us camprone dopo un'ascoursta muscelasione.
B reczpuente (E o F) deve easare pulito moho bene.

Pex poter detcrmmare ¢ controllare Pefficienss del processo, si musurano almeeno due volre alla sctomans la
domanda chimsca 4 ovogeno (CODY o 4 carbome arganien disaalto {DOC) det Ghyawo dell’ efBuente raccolton,
come pure ded filzato dell'afflventt (usando una membrana con pon di 0,45 pm ¢ scanando s proe 20 sl crca i
Giratol.
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La ridurione del COD o DOC dovrebbe sanullars quando a amicne wns degradanoot giorashers sbbemanta

Due vohte aila srttimans w dovrebbe decerausare a quantith (in g /11 di soszara seccs del fango sitive nel recipiense
di seranone. Le unith possoos funnonsre o due modi: 0 due volte per sertimans 1 determins I quancith &
soanzs seach presente pel fango atavo ¢ se e wupers i 2,5 g/1 6 deve togliere quells in eccemso; oppure &
dmd' i pomalmente da ciascun vaso 500 ml.di soluzione mista per avere un tempo di rivenzione medio del fangs
i § porns.

Quando i parametn muisurat e caleolat [efficienza del processo {nella nmozione COD o DOC), concentratione del
{ango, capacith di sedumentazione del fango, torbidith deghi effluent, ecx.] delle due unith sono sulicentemente
sanvoan, } soRanrs B same puo asere waodorts nellsffluener di una delle vnitd, secondo i} punto
1.6.2.2

In akemaovs, la sottanfs in esame pud essere worodona alllinizio del penodo di formazione del fango,
speaalmente quando come mocule 5 agpunge fango.

1.6.2.2. Procedimento

$i tnaswengono ke coodizioni di funziosamento de! penodo di syviamente ¢ sisggiunge alllaffuente dellunied di
prova.une quino waffiocnte (areagi Sl solutisns medre del prodowesisesdme i Dodo ds onenere nel
liquame is concentrazione voluea de! prodotro {circa 10-20 g DOC/| 0 40 mg COD/1). Cid 35 pud effertuare o
mscel ando giomaimente il liquame con la soluzione madre, oppure oo un sistema separato di pompaggio. Deres
CONCERITaLONE pud sere Fagpunta progressivamente, $¢ noa 3i hanno effers rossic dells sostaniza in esame sl
fango sftivo, POSSON0 S5sere provite anche concrnration: pil elevate.

L'unitk «ip biancos ¢ alimerats sokanto con Maffluenw senzs aggivots di sostanze. Per Manalis 6 prendono
adeguate. quanatd di effuent ¢ u filrsno con fikn s membrans {0,45 um} scartando i pnmi 20 ml {cirea} di
filtraro.

I campioni Glrati devono cssere analizzan il giomo etso, i CAt0 CONLFANG YANNO OPPOTTUNIIMDLE CONILIVET,

per esemtpro medianse Paggpunta di 0,05 oy di une solunone all') % di dlomro mercyrico (HgCl,) per ogni 10 mi di
campiont filtrato, oppure mantenendoli alls cemperarura de 2 3 4 °C per 24 ore al massimo, eppure al di sono di

- 18 °C per penod: pits lunghs.

o periodo di sperimentarione, 3 pactire dalfagpunta dells sostanza in esame, non dovrebbe superare ke s
seramane od il penodo di valurazione doviebbe durare 2lmeno e scramans; per i calcolo ded rirudeare Gnale
dovrebbero potern efferruare da 14 & 20 deermanapoas.

Processo 8 unitd accoppiate
L' sxoppiaments delle unitd & ortiene scambiando, una volua al gicimo, fra le duc unitd, 1,5 ki di soluzione
chuanificaes (fango incluso) provemsente dalle vasche di asranone del faogo amvo. Mei c2i0 di prodor in esame

fortemente assorbenti, si prefevanc dalle vasche di sdimentatione £S5 lim del sole liquido surnatante ¢ §i versano
nells vasca di fango activo dellaltra unith.

1.6.2.3. Aoalisi
Per sequire i comportamento dells sostants & possono cifemuare due opi di analisi:

— DOC ¢ COD:
ke concenranoni di DOC sono determnate n doppso coo Fanalizz store di carboneo ¢ quelie 4i COD (assieme o
wn alternaoves) col sistema indicato nel nfenmento Wbliograficas (2},

— anslisi specifica:

Je concentranonm della somanzs ciamunsta 9 determunanc con un metedo analines idoneo. Se possibile, %
dovrebbe cffettuare una determunanone speaifics detls sostanzs assorbits sul fango.

2. DATI F VALUTAZIONE

2.1, Processo ad unith sccoppiate

Quando 1 impiega i -processo ad unitd sccoppuates, d prado pornaliero di rimazone DR viene calcolsto come
wdicato af punco 1.2.1. 1 valore DR viene quindi cormemo in DRe, per tener conto del aadenmento di sonznze
dovuto 2} procedimento di ranumocuianone, medisnte Fequanyone (2) ¢ fequanone (3] par cempe moh &
nrennone naperovamente di ore ¢ di v ore,
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DRe = Tkt

$i cafcola la media della serwe di valon & DRc od inolre ta devianone. standard con Tequanone [4)

&“"V'E' (B¢ - DRap i
n =1
dave:

Spac = devianone sandard defla serie di valon di DRe
DEc = media der valon di DRe
£ = pumero di determinazioni

Si efiminano i valori asomali della sene di DR¢ swecondo un opporruno procedimento stansoco, ad esempia
Nalimov (6), con un livello di probabilic del 23 % ¢ 31 ncakcolano 13 media e la domaznione standard della sene di
DRc pnva di valon anomali (outiers).

Si calcola quindi i rismaltave finale con Fequazecoe {5k

DRc=DRet 2222g 5
¥n

dove:
ty. @ = valore tabulato di ¢ per acoppee di valon di E od Eq ¢ l'incervallo fiducano P (P = 1 - a)¢ sumato 2
25% )

1 nsultato viene espresso come media con lim di (olicranta al 35 %, relanyva deviazione wandard e numero didan
dells sene DRc pniva di soutlicrss e numero di valoe snomali, ad cempio:

DRc = 98,6 & 2.1% della nmonione ddd DOC
s = 445% della rvnatioos def DOC

n =13

x = numero degli soutlierse

2.2. Processo ad anitk aoe accoppiaee

U funuonamento delle urutd pud casere venhicaro come. segue:
ale &i fimonose COD o DOC def liquame — COD o DOC dell’effuente < 100

dei COD 0 del DOC COD o DOC del liquame
Questz nmonone pomalicra pud essere nportata in grafico per endenniare evenruali andamenn, per esempio,
. verso acdimatanons.
2.2.1. Determinagions attraverso o COD/DOC

1 grado pomaliero & nmonone DR & calcolato come indicato al punro 1.2.1.
S cakeola 13 mediz della wne b valon DR od inolore 1a sua donanone standard con'Tequazsone:

Sm.‘\/.l:v (OK - DRy (6l
. a-=-1

devanone standard dells sene & valon di DR,
= mediz do valon DR,
= oumero delle determmarson

TAY§
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]

Si eliminant ghi eoudierss delly swrwe di DR secondd v opportuno procedimcnto statstico, od esempio Nalimow
{6}, con un kvello & probabilith del 95 % ¢ 5 ncalcoleno s miedis ¢ 1 devisrione mandard defls sarie & DR cos

cpursta.
I risultato finzle & quindi cakolato coe Fequapioar:
&y~ 138
DR
R S
dove:
ty.3i8 = valorr tabulato di v per o coppwe di valon i E o Eg ¢ Mincervalle fiduciano P (P » 1 -a)dove P

sumpro o 95%(1)
Come risultsro vengono pren b media, com limsm di wolleranza ad un livello & peobabilich ded 5%, I relsciva
devianone standard, i oumero & dao dells were DX epurats o4 @ sumero & valore anomali, ad excmpeo:
DR = {984 2 23%) dells nmonone dd DOC
3 3 4,63% della rimozicne del DOC
n =lb
X = sumero & coutlierss

2.2.2. Determmapone sctsaverso lsnaliss specifica
La peroentuale di diminazioor defla sostanes in esame dalis fase acquosa (R ¢ caleolata come mndicate al putito
2.2,

3 RELAZIONE

11. Relazione sl saggio

Nills relarione sul ssggio devono figurare, se possibile:

— 1z scheds fornits nell'allegato [, che mostra le condizioni operanwe de ugpo,

— Tapparecchizrurs scelks {phovs di conferma OCSE © vaso povoso),

— {l procedimento scelto: unitd sccoppute o meno,

~— i Bquame impiegato: sinimtico o domesuco {ned caso di hquame domesnco, dita ¢ provenienzs ded
camprone),

~ npo di inoculo, con data ¢ provenienza del campeone,

~ una dexrizioos de! merodo analitico, s¢ wno maw cietruate ansfisi specifiche,

— grafico dells nmonione di COD o DOC s funtiose del wempo, comprensivo dei penodi & svvismento ¢ di -
valutarions,

— recupero analitico dells sostanzs B same come COD 0 DOC nella solursone madre,

— el c2w0 1ano siste effertuare analin speafiche, grafico dells nmonone peraentuale dells sostants esaminsta
dalla fasc acquosa 10 funnione del rmpo (penodo di avviamenro ¢ di velutauone ),

-~ 3 numonone media di DOC, COD o defls sostanzs in esame ¢ la denazione andard sooo calcolare dai nsultag
42l penodo di velniazione, oot quando & ha uns nmozione savonanas dells somanza v Samw o un penodo di
funnonamento 1 rogune,

~— grafico della conarnmarione del fango arove n funnone del wmpo,

— msepvanon ngyardano i fango smve {scane di fanghs 1w ecoryso, presenas di ngonfiameny, Felly,
-

~ -concentranione della sostanza usaws oel agpo,
— wm « nsultan reisavi all'analie fsea vl fango,
— tutt 1 dsn ed 1 nsulup spenmentali relany) olls sostanzs i esame ¢ » quedts di nfenmenm, w impicgats,

— moovanom oennfiche per eventual modifiche ned procedimento.
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)2 Interpretazions dei risultnti

Usa basss nmozicot dells somants enaminsts dalls fase scquoss pud essare dovuta alliadinicns ded
mucroorgamsm da parte della sonanzs in esame. b pud anche essere endennaid da lisi ¢ perdies di fango, che
produce uo sumatante torbido ¢ ds un sbbanamenio dellefficiensa i rimozione COD (0 DOC) detlimpisoto

puots.

A vohe pud svolgers un ruolo Fassorbimento fisico-chitucs. Le differenze frs Farione biologica suils molecols ¢
Passorbimento chunuco-Biico polsone easere nvelan da un'inshal coodotta sul fango dopo us sdeguato
desorbimento.

Se 5 deve fare |a distinzione fra biodegrsdanions (0 parzisle biodegradasnions) ed sssorhimento, 3000 necessane
ultenion prove. Cid si pud effetuare in diveru modi, i il pii) coavincente ¢ usare it surnstanre come noculo in un

sagpio del docsier di base (preferibilmente un taggio regpirametrico).

Se & osservano elevate rimozioni DOC o COD, cid ¢ dovuto slls biodegradasione, wentie a basne rimononi ls
biodegradatione noa si pud distinguere dal'eliminanone. Ad asempio, & ub composte solubile mansfesta uns
elevata costante di apsorbimento del 98 % ed i tasso di eliminarione giomaliero del surphus di fango ¢ de) 10%,, ¢
posubile un'eliminanone sino al 40 % con an tasso di diminazione de! marpius di fango del 30%, Neliminazione
dovuta all'sssorbimento ed alls rimorione sttravenso il supplus di fango pud amvere fino al 65 % {4).

Quando si effertuanc analisi spealfiche, occorrerebive fam sttenzions alla relazione Ba ls struttura delli soscanza ¢
Panalisi speafics impiegata. b quento ea50 il feromeno osservaln aom pud Easere interpretsto come uns
muneralizzazione deils sostanza.

4. BIBLIOGRAFIA

(1) OCSE, Parigi 1981, Lines Gurda 303 A, decisione C(81) IO del. del Consiglhio.

{2) Allegato V C. 9: Degradation — Chemical Oxygen Damand, dirertiva $4/449/CEE della Commissione;
Guzzerta ufficale delle Comumtd twropes n, L 251 del 19 seciembre 1984,

{3) Painter, H. A., King, E. F., WRC Porows-Pot method for assessing iiodegradability. Technical Report TR70,
gugno 1978, Water_ Riscarch Cencer, Regoo Umsto.

(%) Wiench, P., Genike, P., «The fate of soluble, recalcitrant, and adsorbing compounds in activated dudge
plantss, Ecotoxucology and Emaronmuensal Safrty, Vol. 5, u. 1, pugno 1981, papine da 161 2 171,

{5} Dirctuve 82/242/CEE ¢ 82243/ CEE del Conuglio (Cuczetta wfficiale delle Comuniid ewropesn. L 109 del
22 apnle 1982), modificate deile directive 73/404/CEE ¢ 73/ 405/ CEE del Connglio; Biodegradabulicy of
detergenes, Gurierta ufficiale delle Comumitd ruropes n. L 347 ded 17 dicembre 1573,

6] Soeuli, H., Fehlerhafte Incerprerancn und Agwendung von Ausreissertesty, insbasondere b Ringversuchen

P Ot:«prﬁfuag apalynscherchemuscher Untersuchungsmethoden, Fesemna-Zeschnft fir Analynischw
Cherne, 303 (1980} papne da 406 3 408,

— 158 —



Serie generale - n. 38

15-2-1990

Supplemento erdinario alla GAZZETTA UFFICIALE

Appendica 1

Figura 1

)

E = pompa ad aria compressa;
F = rucipiente di racootts;

G = aersiore;
H = Susomemo {fzcoltanve).

(capsatd 3 titri);

D = rasca di sedimentanope;

A= m;
B = pomps di dougpo;
C = vaswca di serapooe
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T

Appendice 3
Figwre 1
Anrerzasurs pes Is determinaziont della biodegradabilith

A 8

i

A o sxbaroio; E = recipicow di raccoits delleffluente;
8 = pomps di dosagpo; F = diffusore/ sersrore;

C a recipiente pocoso di aerazione; G a Bussomedo (facohativo).

D = reopeste esterno impermeabile;

/Jgé
1

Figure 2
Deraghi dd cecipicate di- aerazione a vaso poroso & 3 G

{diametro mteme del vaso poroso) -
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NODEGRADAZIONE

-FANGHE ATTIVE: SAGGIO DI INIBIZIONE DELLA RESPIRAZIONE

1. METODG

1.1 latrodurions
Can § metodo qui descrirro & valuzs Peffemro dells sostanza in esame 5w mucroorganismi misurando la velocd di
fespuanoot it decerminate coadiziond alls presenza di diverse conceomazions dells swsrants sessa.
0 sieredo ba lo topo di fornire un procedimento rapide di «screeninge per [dencificazione delle sonanze che
potsonc avere efferi nocivi sughi impisot di wantzmento barerico serobie ¢ per indicare e concenrazioni dells
s05tanes io esame, che 002 provocano efferd inibitori, da usare as tagy di biodegradabilich.

Si pud farc precadere Iz provs definitive da uns prove orientativa che consents di svere delle informaziond
sullintervalio di concentrationi ds usare ned saggio.

NﬁMMsﬂuﬁomw&nmoﬁmhmh'm.dam“m
e Talro alls fine delle sevie di sagy. Cisscun grappo &i fanghi sttivi dovrebbe exere anche controllato con yne
sostants & riferimento.

I preserxe merodc & spplics piv faciimence 2 quelle sostanze che grazie alla koro idrosolubdtind &d slla loro basa
volatlicd, parmangang previicntemente n scqua.

Per-ke somanze che hanno invece uns Bmitats solubilith nei mezzi di acamento, pid noo essere possibile
determinare iz EC,.

Quando ls somanza in esame hs wndenzs 3 dissccoppiare la fosforilazione ospdstiva, i risuluc higas
sillasrntione di ossigenc possono conduere ed errate conduzionr.

Per eseguise @ sagpo ¢ uole disporre dedle eguenti informarion::

~ idrosolubilitd,

-~ mnmone di vapore,

~ formuls di srunurs,

~— grado d&i purcizs dells sostanas in esame.

Raccomandagons:

+ fanghi attivi posicno cootenare arganismi potcutialmente patogens ¢ dovichbero percid essere manegpati com
caurels,

1. Definixioni ¢ waith
La vedocid 4i respiearione ¢ il consume di ossigene da pare di mucrorganismu del fango acrobio & acque refluc ed
espresso peoeralmene » my di O, per mg di fango per ors.
Per ‘calcolare Peffertoinibiroria della soanza in esame ad uns dats concentrazione, ls veloaud di respiratione o
cpaume come percenruale della media delle velocts di respranone de due controlli:

2R

- mi 2 100 = perceniaale di inibinone
dove:
Rs = velocith di conwmo & osugono alls concentranooe sagoacs dells sonanzd i esame
Rey, = vdoad di consumo & owigeno oed coaollo 1,
R:, = veloou & mosumo di caigeno ad controllo 2.
ECgt, i questo metado, 1s concenrrezione della sostanzs in esame afla quale s velodcd di rapirazione risulta
pan o S0% di quells nlevews ne} controlic nele cuadinom qui descnax.
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SN Somasze & rlfossecs
Per cootroflare che L senabilich de! fango sia normale si raccomands di cxare come sostanzs di riferismeate i
3,5 didorolenolo, noto come inibitore deils resparazione, ¢ & soctopocko a determinarione dells EC,q i cisncua
& fongh msivi

1.4, Principio dd euctodo

La velooth di reipuavooe & wn fango sttivo, alimenteto com una quantich standard & Bquame sineedico, ¢

misurato dopo ua tempo & contaro di 30 minuti o/¢ di 3 ore. i misura anche s vedodith & respiraziont dello

sess0 fango sttivg in presents di diverse coocentrazioni dells Sortanze in esame in conditioni per i resto identiche.

Uefienio inibitorio dedla soanta is esame ad wny data comcentrazions & cspresso come peroentesle delle velocith

Endndimhhmn& Dalk determinazion 3 diverse concentrazioni 5 calools us-valore dells
Cre

1.5. Crizeri & quabick
1 rivulsati ded taggio somo walidise:
~ la vedociy di cesparezione dei controlli differiscone entra il 15%
= la ECy {30 minytd ¢/o ) ore) del ) S-dicdorofenclo cade nell’imervalld sccettato wompraso Ga 5 ¢

I mg/.
1.6 Doscrizioa: dd wetado
1.6.1. Reogenti
1.6.1.1. Scluzioni dells sostanes ingszme

Le soluzioni defla sostanta in csame vengonc preparate allinirio dello studio impicgando una soluzicoe madre. Se
s seque il procedimento di as softo, § oppartuno che [ coacentrarione dells soluzicoe madre sis & 0,5 g/1.

1.6.1.2. Scluzicoae dells 1032822 de riferimento

Si pud preparare ad evempio una sohaziose di 3,2-diclorofenclo scicglieadooe 0,3 g in 10 m! & NaOH IM,
diluendo quindi con acque distilias sino s circa 30 l, M(muw)uﬁo.o;umdma
Precipitazione incpiente — ovcorreranso circa 8 ml di H,50, 0,5M ~ ¢ diluendo infine Is miscels con acqua
digallazy ging of volume & 1 o, B pH dovrebbe allors svere un valors compoess fre 7 4.

1.6.1.3, Liquame sinterico
Uca alimentanone di liquame sinterico s ottiens sciogliendo in un lizro & acqus le seguent sontanse pelle quansith
peecisate:
- 16 g &i pepre,
= 11 § di emratto di carme,
— 3 g di ures,
- 0,7 3 & NeQ,
— 0,4 g di C2(3, 2H,0,
- 0,2 g di Mgs0, TH,0,
- 2.8 g & KHPO,.
Noto 1: Questo liquame sinseteo ¢ 100 voite pit concentrars & quello descritto i OECD Technical Report,
Mmrmwhamﬂawm&mmnwu&munm
{11 giugno 1976), con Migpunta & foefate acido & potassio.
Nots 2: Ls solunont preparaca, s 802 viene utilizzats subits, dovrd essere conservata al buio s wemperarure
comprese g3 3 °C ¢ 4 °C por oo ohre unn wttimans, @ oudiziow i di eon subire aleranoni aella
compontwae. holue, pnms dells conservancne la solunooe poad esere serilizzata oppure s potranne
aggprangere d peprooe ¢ [enrarmo df carne solo poco prima & efferruare Maaalis. Prms dell'uo ls soluzione dovra
cuere agitsts of d o pH dovrd cxsere cormeno.

1.6.2. Appareccinature

Appareschiavurs & misurzncoe: 90s ¢ imporante che Fapparecthio abbis uoa forma precisa. Comunque, la
hundq&mmmbncbhmmpkumumthmﬁdon&cdmnmud

Emhmakdumihbﬂmmdnm
— apparecchio di misurarione,

— sistems di atraniooe,

- denrodo per pH £ relstivs apparecchizturs i misuratioue,
- glertrodo ad cengroe.
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1.6.3. Prepersgions dellimoculo

Comse inontks batrerico per I tgpo of inpicgs fango artivo provenients da os inpusoto di eraccamento & e
prevalencmente domentics.

St pecessanio, al ricoend is labarsrono, s posiono rimuocrere ¢ particelle pronolane medisnte sedinentirion: par
un beeve periodo sd ciempio per 15 winut, ¢, quindi, decancare, per Maso, lo srato superficiale cootenencs Je
particelle solide pid piccole, ln alternative i fango pud ensere miscelato per pochi secondi con v sgitatore.

tnolere, ove 5 presume s presrnss di materiali inibonni, 3 fango dovrebbe ewsere laveto con scqus 4 rubinetse o
cou sohuzione nototics. Dopo conimifugtiiont s decanta i samatsnte (questo procedimento o ripese per o
volm),

Unia piccols quantitd di lango umido vicne pessts, essiccata ¢ ripesats. [ queno modo ti pud calcolure by quantith
di fingo umido da sowpendere in scqos per oreocre un fapgo attive coo una quandth di solidi sospes nel liquide
chiarificato compress tra 2 ¢ 4 /L. Quema quantth di una concentraziooe compress trs 0.8 ¢ 1,6 §/1 oel mexzo
utilizeats per I saggie, s 5 segue ta procedurs raccomandsts il sotvo.

Se il fango non pud essere wtilinisto d giorno stesso del prelievo, ad ogni litro del fango sttivo preparsto come soprs
0 sgpungooe 50 ml di iquame tintetico; i fango viene quindi aeravo per tutts ls noce & 20°C (£ 2 *C).
L'sctanoss vient Mmantenyts snche durdote 1s porasin in atives delPuo prims del dquale ¥ conorolls ¢,
necensario s tampona § pH & § = B. 1 salidi sospest nd liquido chisrifican 4 doveebbero denrrmisare come
descrirto adl precedents paragrafo.

Se si deve impiegare Jo sesso pruppo di fanghi net giorni successivi {quatro o &l maskions), alls Gine &i opai
porasta di lavoro occocrerk sggiungere ehi 50 ml di liquame sineetico, per lioro di fsngo.

1.6.4. Esecuzions del s0ggio
Dursta/tempo di contarve: 30 minusi ¢/0 3 ore, 200 serazione;
Acqua: acqua potabile (s necesaario decloratak;
Alimesiszione di aria: ane pulita, esente da oli; Ausso da 0.5 2 1 Y/ ming

Apparecchisturs di misuraziope: bowmglis s foado piama del cdipo della bottglia per s determinazione ded-
BOD;

Ossimerro: idoneo dertrodo ad oesigeno con registratore;

" Soluzione oueritiva: quame sintetico (vedi sopra);

Sostanzs in czame: ls wissions ip estme & preparane it concomitanes allwizio del saggio;
Sostanze di riferiments: s aempio 3,5-didorofencio (slmens ere concentrazioni);

Controlli: campom inoaleti esenti dalle sostanzy i cxame;

Temperstura: WC (s 2%C).

$i descrive in seguito an procedimentn wrimentale che pud essere seguito sia per s aants ia esame che per
quells di riferimento durante § penodo di contato di tre ore,

Oczorrono diversl recipicat (sd esespio becher da 1 litro). Si dovrebbe impiegare uns serie di almeno cinque
conceuganom che differiscans e di loco di as fattore costante & preferenzs non supeniore 2 3,2~

Al tempo «0s, si potane 16 el di Equame suuctico 3 300 ml con scque. 5§ aggiungono 200 ml di inoculo benerico
&t o versa Ls miscele totale (500 m) is s prumo recipiemx (primo cootrolls C,)-

{ cepienti in esame dovrcbbero emere serats cootraustivamente in mvodo de impedire che il livello & O, disciolts
scenda al & sono di 2,5 mi/ted in modo che, subito prims di misurare s velociud di respirazione, ls conerstratione
& O, sis almeno oguale 4 6,5 mg/l.

Al tempo 13 minutie (13 miowt & us invervalo arbicrano ma adeguaro] 8 ripete ls sesss operazions salvo che
100 ml delle soluzionc madre della soweany in csame vengooo sggivnd si 16 mi di liquame sintetico prima &
sddixionare Facqua sino & 300 mi ¢ Minoculo batterico ano of volame di 500 ml. Questa miscels viene quindi
veriats 1n un secondo recipience ed aerats come s0pra. $i npete questo procedimento d intervall & 1S minui con
differenti volumi dells solutione madme della sostants in cxame, i modo da disporre di una serie di recipiend
cooteneno Jiverse conaentrazioni defla soatanzs in esame. Infine 8 prepars ua seconde costrolio (C,)
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Dopo we ore 5 deerming i p o 5§ versa un'sliquots bes misceists ded conteauto ded primo cecipionss
nellspparecchio &i misurazioos ¢ % misurs ls velocitd di respirazione per oo tempo 00 o 10 misue,
Questa determinarione viene ripetuts mal contemuo & cascus recipicats 3d intervalli di 15 minud, in esodo che i
tempo di contetto per opni recipiente sia & e ore.

Lz sostanza di riferimento viene saggiaca sello stesse modo m ciascun gruppo di inoculi batveric.

Quando i devono effetroare susuranioni dopo 30 minugd & contano, occorre wa procedimento diverse (ad
sempw coa bt di uo omsimetro)

Se i richiede Ia misura del consumo di casigeno, 4 peeparanc ahtre bortighie cootenenti 1a sostanxs in esams, i
iquame untenco of scqus ma noo fingo stive.

It consumo di cesigeno 5 misurs ¢ regisrs dopo ua periodd & serariome & 30 minud ¢/0 I ore (tempo &
contatre).

2 DATI € VALUTAZIONE
La velocith di respirazione s caloola dal traocisto ded registracore oellintervailo che va ds circa 2,5 2 6,5 g Oy/1,
oppure, s la velocicd & respirszione & basia, per un periodo 4i 10 minug. i rano di curva di respirazions in cui s
musurs la velocid di respiratione doviebbe essere lineare,
Se le velocith di respiraricoe dei due controlli differiscono tra Jove di pid ded 135 % 0 3¢ 18 EC o (30 cninuti ¢/0 3 orx}

della somanza di nferiments non cade nell'inoervallo ammetso (da § 2 30 mg/! per i) 3,.5-diclorofenclo], Is prova
aon & valida ¢ deve essere ripetuia.

Per ogni concentrarione in esame i caleols Ia percenruale di inibizione (vedi paragrafo 1.2). Quest'ukima viene
nportata @ grafic, su cana lognormale (o logprobit), i funzione dells conctnmanone ¢ v ricava ua valore &
EC;y.

Usando procrdimend standard si possono determinare i limiti & confidenzs s} 95% per i valori dedls EC,,.

3 RELAZIONE

a1 Relasione sl saggie
Nella relexicne ml saggio devouo Sgurare, s possibile:
— Sostanes in evame: detd di identificanione chimics,
— Simeme di saggio: origine, covamtrarione od eventuali ramamenti peeliminari del fango attiva,
— Condizions del saggio
— pH dells miscela i esame prima & dererminare In resprazicuse;

~ sostans di riferimenty ¢ relsava EC,, mirursa;
— gyentuaie aunzions abictics di onigeno.
— Risukso:
— o | den misurav;
— auva & iwbizione ¢ mevodo per I calenlo della ECyy-
— ECss ¢, % possibile, limiv & confidenza af 95%, ECyy od EC,,.

— ture le onervancni € le evenmali devationi dal presevw metodo che potrebberc aver condizionsto §
nauro.

3.2 Iaterpretazione dei dad

Dal momento che le complesse interazioni che 5 hanno oell ambrente pon possona estre fedelmente nprudorte i
un 12gpo di lsboratorio, J valore dells £C,y dovreble sucre amnderato semplicomeste come uns mdicanone
dells probabile tossicith della sostanzs in came por J fango anvo usito oed wranamento de Baquams o per i
mucroorganium defle acque reflue.

tmoltre, I 3outante io cxarue avent effers inbstorie sl osndagione dell znmoniacx posscno anche causare curve
di inibizione stipiche. DN conseguenzs tali aurve dovranno casere mtarpretave 900 Caute’s.
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- BIODEGRADAZIONE
SAGGIO SCAS MODIFICATO
1. METODO
1.1, Incrodezion:
Scopo del metodo & quello di valutare In porenrinie biodegradubabich nltims & sostanre organiche solubili im
acqus ¢ pon volabili, exposte per ua lungo periodo 8 concentraziond relativaments elevate di iicroorganismi, La

vitalith ded IIC-OONpARIEI viEne MABDUt per urter ) periodo sgpiuageade giomalmente Squami decentati, (Per
Pintervalio & Bae sertinans, i liquami- possono cusere cooservad a4 *C. I akiernariva o pod orare i Bquame
natenco del seggio di confrma OCSE.)

Nell Pincerpeerazions dei risuleati occorve sroeny conto dell'evertuale sivorbimento Buco-chimico dells sostanzs i
esame st wolidi in soepeasions {vedi parsgrafo 3.2)

A causa def lungo periodo di ritenzione defls Fase liquida {36 ore) ¢ &il'1ggiunta, intevminiente & suaieasi, la

provs son tiproduce le stesse condizioni che 5 hanno in un mpiants per il wanamento de Squami, T risuiag
ottenvt con diverse sonanze indicano che i sistema ha an devato poxenziake di bicdegradaxioae.

Le condirioai sperimentali sono etremaments favorevoli alls scleriooe ¢/ alfsdartamento di microorganiami
<apan & degradare il compomo i mame (5 pud sepuire QUKo procrdimento anche per produrme inoculi’
scclimatat da wtilizzare io alwi seggi).

Nel presente metodo I biodegradabilith vivims delle somanze in esame vieoe determinata acraverso Is misurs della
concentrancore def carboaio erganico disanito (DOC) {& preferibile determinare i DOC dopo acdificarione ¢
depurszione anziché dails differents o —Compunncs)

L'impicgo simultaneo di wn metodo analitico mpecifico cooseste di determinare is degrsdarione primaria della
soseanzs {modifics deils srutturs chimica dells sonapzs in came).

| mewdo pud essere appiicato solkanio alle sostanze organiche <he alic coocenwazioai impiegate per
HEPS:

~ somo tolubili in scqua (simeno 20 ag/) & carbonio arganico discolto),

— hanno uns sensione & vapore oascurabile,

~ nom caeratano effers inibivori wi banens,

- nem vengono asorbite in meds sgnificativo dal sisens wericwentale,

— poo vengono sorrane all yolutione is rrame medianre formazione di schivine.

Occorre determinire o contenuto di carboeso ocganwo della sostanes in esame.

Pex interpretancne de nesitan oneoon, in parneolare Bei can i oui § valoi siano bassi o urascursbili, sard vile
disposve di informanom slle propornom relsove da principali axnponenti dedls sosanza n csame.

Per PMinterpretaziooe di evennuali valor basm € pev Lo scxfea & uns concen@ratione adeguacs al aggio, pué essere
wle dasporne di wformanon sulla wenctd della sostanza per | Fucroorganuems.

5.1 Definizioni ¢ eaih
Cy = conceamazions deils 10manza o exame eapressa come carboaso organico presente o sddizionaro A liquame
sedimentato all'imuno del penodo & aeranione (mg/l)

C, * copcentrazione del carboruo organico disciolte nevenuto nel nimataste del uappo alls fine del penodo di
aerapooe {mg/l)

C, * coocentrasione del carbomo organsco discoito rinvenuto sel nirnsiante del controllo alls fine def perioda &
aeranone (mg/l)

Ne prewunte merodo b biodegradanone ¢ definita come dimisazione del czrbonso organico. La biodegradazione
pud cicre CIpresa COMT:
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1) ls rimozione percratuale Dy, dells womanzs sggivnea gioimalncaes:

Dy » EI;‘%,;@ n
dove:
Dy, = degradazione/aggiunes giornaliers.

2} la rimozione percenrunle Dy, di sostanzs risperto a quells preents alfinizio & ogni giorao:
S+ GG - Kien* XKegony x 100 [2a))

D=

Lr+G-G
- - ,IG-C
G+ 60 x 100 2
dove:
Doy = degradurione/soctanzs iniziale giorualiers.
Glindiciie(i + 1)si riferiscono al gioreo is cui ti efferrua ls misurazione. L'equaziaae {2 o) & consighiata se il

ch'emmummdmumrmﬂb)pﬁommmﬂmwﬂm
numane relanvanent: eoseante da un giorno alldluo.

1.3, Sostauze di riferimenn
In sleuts casi quando $i examina uns ouOvH sostania, possono essere wtill delle sostanze di riferimento; cd
DODORARE BOD B PHOPOFONO qut tostanze di riferimenty specifiche.
Nﬂlhmlvmow&ﬁmﬁﬁfmﬁmpﬁutﬁmﬁhummmmw
per consentre di tanto i tanto 1s calibrazione de! metodo ¢ per rendere posibile il confronto dei risultad quando se
oe adons un almre.

1.4, Principio del metodo
| fanghi ardivi provesieas ds un impianto di waramento dei liquami vengone posti ia uns unith semiccorians per
fanghi attivi (SCAS), §i sggiungono J composto in exame ¢ liquame domestico sedimentsro; si efietraa 'serazione
dells miscels per 23 ore, Quindi si interrompe serarione, i lmciano decantare i fanghi ¢ s rimouve i
surnatante.
1 fanghi che rimangono eils catiera di serazione vengono quindi mescolssi ooa ue'shirs aliquots del.composro ia
esame ¢ ded liquame, ¢ s ripete  cclo.
Ls biodegradazione s ricava deverminando la quantith & carboaio orgatico discioler nel surnatsace. Tale valore
vicoe confrontaro con quello rovato nel surtatanse ded controlio contrnente soltanto tiquame decancaro.

Se 3i urlizza un metodo saalitico specifico si posiono deverminsre e vanazions & coocentrizione dells somanzs in
esame donse alia biodegradazione (biodegradabilich prmaria).

1.5, Criteri & quslich

La riprodocibilich & questo metado bassto milla rimozicoe & carbonio organico disciolto non ¢ state ancors
M(&ipwdeum-mhmmmmm-mmdmmmp‘
sostanse che siano estesimence degradate,)

La sensibilich def metodo dipeode sopeartutso dalla variabilich ded bianco ed in minor misurs dafls precisione della
deverminazione dd carbonio organico disciolto ¢ dalls quantith del composto ia csame presente ned liquido

all'inizeo & ogni ciclo.
1.6, Descrizioae ded metodo
1.6.1. Preparaizoss

Puammmmmepamﬂddkpmmmmﬁmn&md&mmwhﬂ{ﬂ
alternativa si pud usare Nunith criginale per i taggio SCAS da 1,8 litri) con i twbi di presa dell'aris (figurs 1). L'aria
compeens isviats nelle unith di saggio, purificats coa un fittro di cotone grazo, deve exsere excate da carbonio
OFgancn ¢ saturs di sequs per ridurre le perdite per evaporzdione,

Da un impianto di trattamento & froghi sttivi sdibizo prevalentemente & Equami domestic ¢ preleve un campions
& liquido chiarificato, contenente ds 1 4 4 g/ di solidi sospesi. Per ciascuna unith di aerationt GCCOMoNg drce
150 e di liquido chiarificato,
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Si preparano cos acxea distilloty e soburioni madsi dells sonants in caame; di soliro & rickicsrs ws concentraricns
di 400 mg/1 &i carbonio organico che, se oo ha beogo biodegradazione, corrisponde 3d una concentrazione &
sostanzs i exsme pan & 20 mg/l & carbonio alfimitio &i ogni ciclo di aerasions.,

S¢ la tossicith per i microorganismii 10 consents si pocono avers coocentrazioni pib clevam, Si misurs la

1.6.2. Condigioni del sopypie

I saggio v elferruseo do 20 8 25 *C. S urilizza um'devets concentratione di microarganismi serobici (de 1 s 49/1
di solidi soapesi}ed il periado di rivenzione efferivo ¢ di 36 ore. 1o geneve, otto ore dopo Pavvio dl dascun cclo &
seravsone, § carbomio organico contsouto sei liquami isunesst ¢ ampisments omsideto. Dopo s inizio le
respurances edogens del fanga che i mancerrd per tutto il rimanente periodo & acraziose, durante i quale il solo
subszato disponsdile ¢ ls sostanzs in cseme & meno che nos wenga anch’esss metaboliztats rapidamentd. Quesd
fatrori, unitamente alla seisoculszione giornaliera del simems (vedi paragralo 1.4}, el caso in cui o usino come
mezzo Houssi domestici, crea condicioni estremmaments favorevoli sis per Faodimstazione, sis per ottencre clevati
valori & biodegradurions,

1.6.3. Esecunione dil sapgio

5i preleva un campione de! iquido chiaribicaro da un idoueo impianco a fanghi srtivi per i ranamento & Eiquami in
prevalenzs Jomesnici oppure da wn sapiznto di laborstorio ¢ s mantiens in condizioni serobiche sino alftmpicgo in
taboratorio. $i fiempic ciascuns unith & scrazione ¢ [anith di coatrolio cos 150 ml {se & wrilixzs Punitk originale
per il saggio SCAS, moltiplicare i volumi per 10) & liquido chiarificato ¢ & avvia Faerazione. Dopo 23 ore 5
mterrompe Pacrazions ¢ 8 lasciane decantare i fanghi per 45 minuti. i apre, amu.ilmhm‘qnuapﬂn
€ u prelevano aliquote ds 100 ml &i surnstante. Si prepasa, immedistamente prima dellimpicgo, us campioos di
B@ammm:uuwlmddw*mnmw‘m.ﬂm
auovasmense Mierazione. A Questo paneo oom & aggiunge la sostanza da esaminare ¢ 1i ahimentanc piornalmenes ¢
unith con quams domeics fino 3 quando s formaa per decantazions us suroatsnce chisro, ko grodre quens fam
tichiede al massiono dus seetimane ¢ el fraveenpo i carbonio organico disciokto nel sumatants raggiunge alla fne
di ogni ciclo 4i aerazions ys valore costame,

Terminaiz quess fase, |mwmwmmhnt”nli*mm
in citscuns wnich

!Sdiim&muc!d&mmwm&mﬂn.c”nlim
sedimentato pil § ml dells soluziont madre defla soatanza in ctame (400 mg/1} vengono aggiant alle wnich

sagpo. Si iavvia I'serazions ¢ si protrae pes 23 ore. &hﬂmqﬂm:hﬁp«ﬂmam
il surnscanes ¢ 2 ae snalizzs d coutemuro di carbomic organico disciolto.

Le sudderte operstioni df riempinesto « & prelieve, vengood figetute ol glorso per rutts le dursus del
agpo.

Prima della sedimencazions pud essere necessario pulire le paret defle unitd per evitare che si sccumulino solidi al di
sopta del livelo del licuedo., Per evitare comaminarioni incrociate si osifizzs un faschisrore o unaspazsols diversa
per Gaxuns uneth.

Vdeakmenee, J carbonio arganico disciolto oei marnatanti doviebbe essere determinaro ogni giorno anche se 5 pud
conscnnre una munore Grequenta delle analisi. Pnma delle analis i liquidi vengooo Eleren mediante fiieni 2

membrans con pori ds 0,45 um lavat oppurs vengouo ceamifugsd. 1) filoi 2 membrana soao idonci s durzante la
Sltrazione om liberane carbonio onganicn wé sueirbono ls somzanta in esare. Nells centrifuga Ls seovperatura del

campione aon deve superare | 40 gradi ceomigradi.

hdnnndduwopunmmdcmmmmmmuuonhmi&nu ms
mehhmmm.nmlk.dalmI2mu¢.umpﬁlum&
26 wetumane,

1 DAT! E VALUTAZIONE

1 valori del carbonso organico disciolto rilevao nei surmatanti defle unsth di saggio ¢ dele unith di coouolle vengono
nportan » galico in lunnose dd wmpo.

Con il procedere defla biodegradazione i valori dererminad nel saggio si avvicinano s quelli def cootrollo. Quasdo
h&ﬂﬂmﬂlh“nmﬂmmnﬂtmmw.-wum‘
ulterioni misuranioni, tale ds efferruare ons -laborazione statistica dei dati ¢ da caicolare 1a biodegradazione

percenruale sublta dally sostanzs in etame (g, oppure Dy, vedi paragrafo 1.2).
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3 RELAZIONE

3. Relazions md saggie

Nells relations sal saggie devono Ggarare, st possibile:

— tutte le informezioni wd tipo di Eiquame, sul tipo & unith ussta ¢ sui risuleati sperimentali concernent le
owanse eamnste, b sostanza di ciferimenco, se ussta, od i bizaco,

= ls temsperamea,

— Ia curvs & rimozioce, sonché dacrizione ¢ metodo di calcolo relativi (vedi paragrafe 1.2),

— date ¢ loogo & prelievo dei fangli smivi ¢ ded Bquame, xato di sdaramento, concemrazions, ecc.,

— moavanon wicntifiche di evearueli modifiche ded procedimento,

- firma ¢ data,

32, L i dei risaitasi

Dato che I soszanse esaminate cou il presene metodo non 3ono (acilmente biodegradabili, qualsiasi rimozione del
DOC imputabile esclasivamente alls blodegradazione avviene in geneve gradusiments sel corso & giorsi o
senmane, 3d ecoetione & quel casi i ol svvient uns improvviss scclimarazions indicats da una broscs scompans
che 8 vexifica dopo alcuse serrimane,

To ogri cato Passorbimento chimien-fisico pub & volte giocare oa ruolo anportante; cid si verifica quando afffinirio
defls prova 5 risconers was parziale o completa rimerione dd DOC agpiunw. Cib chwe sceade socoemivamense,
dipende de fstrori quali #l grado di sworbimento ¢ la concenrazions di solidi sospesi well'effinente di scarico. Di
solito la differesas 1 concentrazione dd DOC oel coatrollo ¢ nei sumastane del saggio suments graduslmense
nsperro ol basso valore iniziale ¢ tale differeass o mantiene quindi al suovo valore per i resto dells prove o menc
che non si verifichi Facclimatarione.

Se s vuolz distinguere nel grafico 1a biodegradarions (o Is parsisle biodegradazione) dall'assorbimento, 5000
oecessan ulteriori saggi. Questi poxsono emere effertusti i diversi modi: i pid convincente & quello di neare it
surnaance 0 1 faoghi come inoculo it us saggio del dosicr di base (preferibilmente il saggio respirometrico).

Le sorante che in questo saggio momrano un'devats rimozione del DOC, now dovits od sssorbioweato, devoso
essere consideratt potentistments biodegradabiki. Un'eiminazione perzisle non dovuta ad assorbimento indica
che (s somtanzs ¥ sloweso in parse biodegradabile.

Valori barsi o polli di rimerione del DOC possono essere dovuti ad un effetto inibente dells sostanzs in essme i
sucroorgamsm, il che pud anche essere evidenziato ds lisi o ds ridurione dei fanghi con formazione di surnstanti
torbidi. § saggio deve emere ripetuto & coocenazione pit bessa dells sostanzs in ssane.

11 ricorso 2 us metodo analitico specifico ¢ alls marcaturs defls soszanzs in csame con i *9C pud permettere wns
magpore sensibilith, Nel caio di composti marcasi eon 14C lo sriluppo di “CO; confermerd che s biodegradazions
ks avuto uogo.

Quando | risultati vengono preseptati anche come biodegradaziaae primaria occorre dare, se possbile, wns
spreganoee del cambismento di strymrurs chintica che cousr la diminurione di rispoma defls sostanzs ia
same.

Si deve dimomrare ls validith del metodo analitico ¢ riportase Is risposta fornita dal bisnco.

4, BIBLIOGRAFIA
(1) OCSE, Parigi 1981, Lines Guide 302 B, decisione C{81) 30 del. del Coniglio.
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Appendics 1
Saggie SCAS;: Escmpio di ciseliati
Biodegre Dursts
— Cy - daziow dd sagye
(mg/l) ?'-un m'-;:* (gpares)
4-scars} aminobenzen sulfonase 172 3,0 L ©
Tesrapropilene benzen nilfonse 172 54 4 0
s-nirolesolo 169 03 5.3 o
Glicol dietilenico 163 02 o
Anilias 169 1.7 39 o
Cidopentano tetrs carbosnluo 179 32 na 120
Appendics 1
Esempio di apparecchistura per il saggie
Figurs 1
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NOTE
AVVERTENZA:

1l testc delle noie qui pubblicato ¢ stato redallo ai sensi dell'art. 10, comma 3, del testo unico approvato con decreto del Presidente della
Repubblica 28 dicembre 1985, n. 1092, al solo fine di facilitare Ja lettura delie disposizioni di legge alle quali é operato il rinvio. Restano invariati il
valore e Defficacia degli atti legislativi qui trascritti.

Note alle premesse;

— Tt D.M. 3 dicembre 1985 (Classificazione ¢ disciplina deli'imballaggio e dell’etichetiatura delle sostanze pericolose, in aituazione delle
géreclltive ebn::nate dal Consiglio e dalla Commissione delle Comunita europee) € stato pubblicato nel suppl. ord. n. 2 alta Gazzerra Ufficiale n. 305 del
icembre 1985,

— 11 D.M. n. 555/1987 reca: «Modificazioni ed integraziom al decreto ministeriale 3 dicembre 1985 sulla classificazione e la disciplina
gell'imballasgi,o ¢ dell'etichettatura delke sostanze pericolose, in attuazione della direttiva della commissione delle Comunitd europee n. 86/431/CEE
el 24 giugno 1986»,

—- La direttiva del Consiglio n. 87/432 ¢ stata pubblicata nella «Gazzetta Ufficiales delle Comunitd europes n. L 239 del 21 agosto 1987.
— La direttiva della Commissione n. 87/302 é stata pubblicata netla «Gazzetta Ulficiale» delle Comunita europee n. L 133 del 30 maggio 1988.

h— Lasé:lirettiva defta Commissione n. 88/490 ¢ stata pubblicata nella «Gazzetla Ufficialen delle Comunitd europeen, L 259 del 19 set-
tembre 1988.

Nota allart. 2:
Per quanto concerne la dirgttiva della Commissione n. 87/302 v. nelle note alle premesse.

Nota all'art. 3:
, )] !wtotdell’art. 6 della legge . 256/1984 (Classilicazione e disciplina dell'imballaggio ¢ dell'eticheltatura delle sostanze e dei preparati pericolosi)
e 1l seguente:
«Art. 6. — Si provvederi con uno o pit decreti da emanarsi nei modi di cui all'articolo 3 alla determiniazione:
. dei simboli e delle indicazioni di pericolo di cui al punto 3 dell’anicolo 5;
della natura dei rischi specifici di cui al punto 4 dell’articolo 5;
degli eventuali consigli di prudenza di cui al punto 5 dell’articolo 5.
I decreti previsti dall’articolo 3 e dal comma primo del presente articolo possono contenere la fissazione di un termine non superiore a 12 mesi
perlo smillimento delle sostanze ¢ dei preparati gid immessi sul mercato non conformi nell'imballagpio e nell’etichettatura alle disposizioni della
presente legges».

20A0188

FRANCESCO NOCITA, ‘redattore

FRANCESCO NIGRO. direttore ALFONSO ANDRIANL, vice redatiore
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