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REGOLAMENTO (CE) N. 440/2008 DELLA COMMISSIONE
del 30 maggio 2008

che istituisce dei metodi di prova ai sensi del regolamento (CE)

n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente

la registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle
sostanze chimiche (REACH)

(Testo rilevante ai fini del SEE)

Articolo 1

I metodi di prova applicabili ai fini del regolamento (CE) n. 1907/2006
sono definiti nell'allegato al presente regolamento.

Articolo 2

La Commissione riesamina, ove opportuno, i metodi di prova contenuti
nel presente regolamento al fine di sostituire, ridurre o raffinare i test
sugli animali vertebrati.

Articolo 3

I riferimenti all'allegato V della direttiva 67/548/CEE si intendono fatti
al presente regolamento.

Articolo 4

Il presente regolamento entra in vigore il giorno successivo alla pub-
blicazione nella Gazzetta ufficiale dell'Unione europea.

Esso si applica a decorrere dal 1° giugno 2008.
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VYM10

ALLEGATO

Nota:

Prima di utilizzare uno dei metodi di prova descritti di seguito per testare una
sostanza multicostituente (MCS), una sostanza di composizione sconosciuta o
variabile, il prodotto di una reazione complessa o di origine biologica (UVCB)
o una miscela e qualora l'applicabilita del metodo di prova per le sostanze MCS,
UVCB o le miscele non sia stata descritta nel rispettivo metodo di prova, ¢
opportuno chiedersi se il metodo sia adeguato per fornire risultati scientifica-
mente validi e pertinenti ai fini regolamentari previsti.

Se il metodo di prova ¢ utilizzato per testare una sostanza MCS o UVCB o una
miscela, ¢ necessario rendere disponibili, nella misura del possibile, informazioni
sufficienti sulla sua composizione, ad esempio tramite l'identita chimica dei
costituenti, le loro proporzioni quantitative e le loro proprieta specifiche.

PARTE 0

METODI DI PROVA INTERNAZIONALI RICONOSCIUTI IDONEI PER
ACQUISIRE INFORMAZIONI SULLE PROPRIETA INTRINSECHE
DELLE SOSTANZE Al FINI DEL REGOLAMENTO (CE) n. 1907/2006

TABELLA 1: METODI DI PROVA PER LE PROPRIETA FISICO-CHIMICHE DELLA SOSTANZA

Proprieta chimico-fisiche di base

Endpoint Metodo di prova

Capitolo corrispondente, che con-
tiene la descrizione completa del
metodo di prova, nella parte A del
presente allegato (i riferimenti tra
parentesi indicano che un metodo di
prova ¢ stato soppresso dalla parte
A; casella vuota: nella parte A del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Punto di fusione/punto di

congelamento Range (1995)

OECD Test Guideline 102: Melting Point/Melting

Al

ning whether a Material Is a Liquid or a Solid

ASTM D4359-90: Standard Test Method for Determi-

Test for determining fluidity according to section 2.3.4
of Annex A of the Agreement concerning the Interna-
tional Carriage of Dangerous Goods by Road (ADR)

Punto di ebollizione OECD Test Guideline 103: Boiling point (1995)

A2.

2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Test methods according to table 2.6.4 of Annex I, Part

Infiammabilita
ignition behaviour of dust accumulations

EN 15188:2020 — Determination of the spontaneous

Limite inferiore e supe-
riore di esplosivita
and EN 1839)

Test methods according to section 2.2.4.1. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008 (ISO 10156

Punto di infiammabilita
2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Test methods according to table 2.6.3 of Annex I, Part
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Proprieta chimico-fisiche di base

Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, che con-
tiene la descrizione completa del
metodo di prova, nella parte A del
presente allegato (i riferimenti tra
parentesi indicano che un metodo di
prova ¢ stato soppresso dalla parte
A; casella vuota: nella parte A del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Temperatura di autoaccen-
sione (liquidi, gas)

ISO/IEC 80079-20-1:2017 — Explosive atmospheres -
Part 20-1: Material characteristics for gas and vapour
classification - Test methods and data

Temperatura di decompo-
sizione

Calorimetric test methods according to section 20.3.3.3
of Part II of the UN Manual of Tests and Criteria

Test Series H, part II, section 28, of the UN Manual of
Tests and Criteria for the self-accelerating decomposi-
tion temperature (SADT) (with reference to a specific
package)

pH

OECD Test Guideline 122: Determination of pH, Aci-
dity and Alkalinity (2013)

Viscosita cinematica

OECD Test Guideline 114: Viscosity of Liquids (2012)

Idrosolubilita OECD Test Guideline 105: Water Solubility (1995) A.6.
Coefficiente di riparti- | OECD Test Guideline 107: Partition Coefficient (n-oc- | (A.8.)
zione tanol/water): Shake-Flask Method (1995)
n-ottanolo/acqua
OECD Test Guideline 123: Partition Coefficient (1-Oc- | A.23.
tanol/Water): Slow-Stirring Method (2022)
OECD Test Guideline 117: Partition Coefficient (n-oc- | A.24.
tanol/water): HPLC Method (2022)
Tensione di vapore OECD Test Guideline 104: Vapour Pressure (2006) (A4)
Densita/densita relativa OECD Test Guideline 109: Density of Liquids and So- | (A.3.)
lids (2012)
DIN 66137-2 - Determination of solid state density -
Part 2: Gas pycnometry
ISO 12154 - Determination of density by volumetric
displacement - Skeleton density by gas pycnometry
Caratteristiche delle parti- | EU test method A.22. Length Weighted Geometric | A.22.

celle

Mean Diameter of Fibres

ISO 21501 - Determination of Particle Size Distribution
- Single Particle Light Interaction Methods

OECD Test Guideline 124: Determination of the Vo-
lume Specific Surface Area of Manufactured Nanoma-
terials (2022)

OECD Test Guideline 125: Particle Size and Particle
Size Distribution of Nanomaterials (2023)

ISO/TR 14187:2020 - Surface chemical analysis -Cha-
racterization of nanostructured materials
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Proprieta chimico-fisiche di base

Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, che con-
tiene la descrizione completa del
metodo di prova, nella parte A del
presente allegato (i riferimenti tra
parentesi indicano che un metodo di
prova ¢ stato soppresso dalla parte
A; casella vuota: nella parte A del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Polverosita (per le nano-
forme di una sostanza)

EN 17199-1:2019 — Workplace exposure - Measure-
ment of dustiness of bulk materials that contain or re-
lease respirable NOAA and other respirable particles

EN 15051-1: Workplace exposure - Measurement of the
dustiness of bulk materials - Part 1: Requirements and
choice of test methods

EN 15051-2: Workplace exposure - Measurement of the
dustiness of bulk materials - Part 2: Rotating drum
method

EN 15051-3: Workplace exposure - Measurement of the
dustiness of bulk materials - Part 3: Continuous drop
method

Tensione superficiale OECD Test Guideline 115: Surface Tension of | A.5.
Aqueous Solutions (1995)

Costante di dissociazione | OECD Test Guideline 112: Dissociation Constants in | A.25.
Water. (1981)

Idrofobicita OECD Test Guideline 126: Determination of the Hy-
drophobicity Index of Manufactured Nanomaterials
Through an Affinity Measurement (2023)

Proprieta fisico-chimiche pericolose

Esplosivi Test ~methods for explosives according to
section 2.1.2.1. and 2.1.2.3. of Annex I, Part 2 of Re-
gulation (EC) No 1272/2008
EU Test method A.14 Explosive Properties A.14.

Gas infiammabili

Test method for the fundamental burning velocity ac-
cording to section 2.2.4.1. of Annex I, Part 2 of
Regulation (EC) No 1272/2008

Test method for pyrophoric gases according to
section 2.2.4.2. of Annex I, Part 2 of Regulation (EC)
No 1272/2008

Test method for the chemical instability according to
section 2.2.4.4. of Annex I, Part 2 of Regulation (EC)
No 1272/2008

Gas comburenti

Test method for oxidising gases according to
section 2.4.4. of Annex I, Part 2 of Regulation (EC)
No 1272/2008

Liquidi infiammabili

Test method for the sustained combustibility according
to section 2.6.4.5. of Annex I, Part 2 of
Regulation (EC) No 1272/2008

Test methods for determining the flash point of flam-
mable liquids according to section 2.6.4.4. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008
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Proprieta chimico-fisiche di base

Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, che con-
tiene la descrizione completa del
metodo di prova, nella parte A del
presente allegato (i riferimenti tra
parentesi indicano che un metodo di
prova ¢ stato soppresso dalla parte
A; casella vuota: nella parte A del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Solidi infiammabili

Test methods according to section 2.7.2.3. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Sostanze autoreattive

Test methods according to section 2.8.4.1. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Liquidi piroforici

Test methods according to section 2.9.2.1. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Solidi piroforici

according to
Part 2 of

Test method for pyrophoric solids
section 2.10.2.1. of Annex I,
Regulation (EC) No 1272/2008,

Sostanze autoriscaldanti

Test method for self-heating substances according to
section 2.11.22 of Annex I, Part 2 of
Regulation (EC) No 1272/2008

Sostanze che, a contatto
con I’acqua, sviluppano
gas infiammabili

Test method for substances which in contact with water
emit flammable gases according to section 2.12.2.1. of
Annex I, Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Liquidi comburenti

Test method for oxidising liquids
section 2.13.2.1. of Annex I,
Regulation (EC) No 1272/2008

according to
Part 2 of

Solidi comburenti

Test methods according to section 2.14.2.1. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Perossidi organici

Test methods according to section 2.15.4.1. of Annex I,
Part 2 of Regulation (EC) No 1272/2008

Sostanze o miscele corro-
sive per i metalli

Test method for substances corrosive to metals accor-
ding to section 2.16.2.1. of Annex I, Part 2 of
Regulation (EC) No 1272/2008

Esplosivi desensibilizzati

Test methods according to section 2.17.2.1 (b) and (c)
and according to section 2.17.2.2 of Annex I, Part 2 of
Regulation (EC) No 1272/2008

Proprieta dei polimeri

OECD Test Guideline 118: Determination of the
Number-Average Molecular Weight and the Molecular
Weight Distribution of Polymers using Gel Permeation
Chromatography (1996)

A.18.

OECD Test Guideline 119: Determination of the Low
Molecular Weight Content of a Polymer Using Gel
Permeation Chromatography (1996)

A.19.

OECD Test Guideline 120: Solution/Extraction Beha-
viour of Polymers in Water (2000)

(A.20.)
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VM9
TABELLA 2: METODI DI PROVA PER LE PROPRIETA TOSSICOLOGICHE
Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
. . indicano che un capitolo contenente
Endpoint Metodo di prova la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)
Corrosione/irritazione cu- | In vitro:
tanea
OECD Test Guideline 430: In vitro Skin Corrosion: | B.40.
Transcutaneous Electrical Resistance Test
Method (TER) (2015)
OECD Test Guideline 431: In vitro Skin Corrosion: | (B.40 bis.)
Reconstructed Human Epidermis (RhE) Test Method
(2019)
OECD Test Guideline 435: In vitro Membrane Barrier | B.65.
Test Method for Skin Corrosion (2015)
OECD Test Guideline 439: In vitro Skin Irritation: Re- | (B.46.)
constructed Human Epidermis Test Method (2021)
In vivo:
OECD Test Guideline 404: Acute Dermal Irritation/ | B.4.
Corrosion (2015)
VYMI10

Lesioni oculari gravi/irri- | In vitro:
tazione oculare

OECD Test Guideline 437: Bovine Corneal Opacity | (B.47.)
and Permeability Test Method for Identifying i) Chemi-
cals Inducing Serious Eye Damage and ii) Chemicals
Not Requiring Classification for Eye Irritation or Se-
rious Eye Damage (2023)

OECD Test Guideline 438: Isolated Chicken Eye Test | (B.48.)
Method for Identifying i) Chemicals Inducing Serious
Eye Damage and ii) Chemicals Not Requiring Classifi-
cation for Eye Irritation or Serious Eye Damage (2023)

OECD Test Guideline 460: Fluorescein Leakage Test | (B.61.)
Method for Identifying Ocular Corrosives and Severe
Irritants (2023)

OECD Test Guideline 491: Short Time Exposure /n | (B.68.)
Vitro Test Method for Identifying i) Chemicals Indu-
cing Serious Eye Damage and ii) Chemicals Not Re-
quiring Classification for Eye Irritation or Serious Eye
Damage (2023)

OECD Test Guideline 492: Reconstructed Human | (B.69.)
Cornea-Like Epithelium (RhCE) Test Method for Iden-
tifying Chemicals Not Requiring Classification and La-
belling for Eye Irritation or Serious Eye Damage (2023)

OECD Test Guideline 492B: Reconstructed Human
Cornea-like Epithelium (RHCE) Test Method for Eye
Hazard Identification (2022)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

OECD Test Guideline 494: Vitrigel-Eye Irritancy Test
Method for Identifying Chemicals Not Requiring Clas-
sification and Labelling for Eye Irritation or Serious
Eye Damage (2021)

OECD Test Guideline 496: In vitro Macromolecular
Test Method for Identifying Chemicals Inducing Se-
rious Eye Damage and Chemicals Not Requiring Clas-
sification for Eye Irritation or Serious Eye Damage
(2023)

OECD Test Guideline 467: Defined Approaches for
Serious Eye Damage and Eye Irritation (2022)

In vivo:

OECD Test Guideline 405: Acute Eye Irritation/Corro-
sion (2023)

(B.5.)

Sensibilizzazione cutanea

»M10 In vitro: 4

»M10 OECD Test Guideline 442C: In Chemico Skin
Sensitisation Assays addressing the Adverse Outcome
Pathway key event on covalent binding to proteins
(2023) «

> M10 (B.59.) «

»M10 OECD Test Guideline 442D: In Vitro Skin
Sensitisation Assays Addressing the AOP Key Event
on Keratinocyte Activation (2022) «

> M10 (B.60.) <

»M10 OECD Test Guideline 442E: In Vitro Skin
Sensitisation: In Vitro Skin Sensitisation Assays Addres-
sing the Key Event on Activation of Dendritic Cells on
the Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
(2023) «

»M10 (B.71.) «

»M10 OECD Test Guideline 497: Defined Approa-
ches on Skin Sensitisation (2023) <«

In vivo:

OECD Test Guideline 429: Skin Sensitisation - Local | B.42.
Lymph Node Assay (2010)

OECD Test Guideline 442 A: Skin Sensitisation - Lo- | B.50.
cal Lymph Node Assay: DA (2010)

OECD Test Guideline 442 B: Skin Sensitisation - Local | (B.51.)
Lymph Node Assay: BrdU-ELISA or -FCM (2018)

OECD Test Guideline 406: Skin Sensitisation Guinea | (B.6.)

Pig
Maximisation Test and Buehler Test (2022)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Mutagenicita

In vitro:

OECD Test Guideline 471: Bacterial Reverse Mutation | (B.13./14.)
Test (2020)

OECD Test Guideline 476: In Vitro Mammalian Cell | (B.17.)
Gene Mutation Test Using the Hprt and xprt Genes

(2016)

OECD Test Guideline 490: In Vitro Mammalian Cell | B.67.
Gene Mutation Tests Using the Thymidine Kinase Gene

(2016)

OECD Test Guideline 473: In vitro Mammalian Chro- | B.10.

mosome Aberration Test (2016)

» M10 OECD Test Guideline 487. In vitro Mammalian
Cell Micronucleus Test (2023) <«

> M10 (B.49.) «

In vivo:
OECD Test Guideline 475: Mammalian Bone Marrow | B.11
Chromosome Aberration Test (2016)
OECD Test Guideline 474: Mammalian Erythrocyte | B.12.
Micronucleus Test (2016)
OECD Test Guideline 483: Mammalian Spermatogonial | B.23.
Chromosome Aberration Test (2016)
OECD Test Guideline 488: Transgenic Rodent Somatic | (B.58.)
and Germ Cell Gene Mutation Assays (2022)
OECD Test Guideline 489: In Vivo Mammalian Alka- | B.62.
line Comet Assay (2016)
OECD Test Guideline 470: Mammalian Erythrocyte
Pig-a Gene mutation Assay (2022)

Tossicita acuta Per via orale:
OECD Test Guideline 420: Acute Oral Toxicity: Fixed | B.1 bis.
Dose Procedure (2002)
OECD Test Guideline 423: Acute Oral Toxicity: Acute | B.1 tris.
Toxic Class Method (2002)
OECD Test Guideline 425: Acute Oral Toxicity:
Up-and-Down Procedure (2022)
Per via cutanea:
OECD Test Guideline 402: Acute Dermal Toxicity - | (B.3.)
Fixed Dose Procedure (2017)
Per inalazione:
OECD Test Guideline 403: Acute Inhalation Toxicity | B.2.
(2009)
OECD Test Guideline 436: Acute Inhalation Toxicity - | B.52.

Acute Toxic Class Method (2009)

OECD Test Guideline 433: Acute Inhalation Toxicity:
Fixed Concentration Procedure (2018)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Tossicita a dose ripetuta | OECD Test Guideline 407: Repeated Dose 28-Day Oral | B.7.
Toxicity Study in Rodents (2008)
OECD Test Guideline 412: Subacute Inhalation Toxi- | (B.8.)
city: 28-Day Study (2018)
OECD Test Guideline 410: Repeated Dose Dermal To- | B.9.
xicity: 21/28-Day Study (1981)
OECD Test Guideline 422: Combined Repeated Dose | B.64.
Toxicity Study with the Reproduction/Developmental
Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 408: Repeated Dose 90-Day Oral | (B.26.)
Toxicity Study in Rodents (2018)
OECD Test Guideline 409: Repeated Dose 90-Day Oral | B.27.
Toxicity Study in Non-Rodents (1998)
OECD Test Guideline 413: Subchronic Inhalation To- | (B.29.)
xicity: 90-Day Study (2018)
OECD Test Guideline 411: Subchronic Dermal Toxi- | B.28.
city: 90-Day Study (1981)
OECD Test Guideline 452: Chronic Toxicity Studies | (B.30.)
(2018)
OECD Test Guideline 453: Combined Chronic Toxi- | (B.33.)
city/Carcinogenicity Studies (2018)

Tossicita riproduttiva/ | OECD Test Guideline 443: Extended One-Generation | (B.56.)

dello sviluppo Reproduction Toxicity Study (2018)
OECD Test Guideline 421: Reproduction/Developmen- | B.63.
tal Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 422: Combined Repeated Dose | B.64.
Toxicity Study with the Reproduction/Developmental
Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 414: Prenatal Developmental To- | (B.31.)
xicity Study (2018)

Tossicocinetica OECD Test Guideline 417: Toxicokinetics (2010) B.36.
OECD Test Guideline 428: Skin Absorption: In Vitro | B.45.
Method (2004)
OECD Test Guideline 427: Skin Absorption: In Vivo | B.44.

Method (2004)
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Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente

Endpoint Metodo di prova la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)
Cancerogenesi OECD Test Guideline 451: Carcinogenicity Studies | (B.32.)
(2018)
OECD Test Guideline 453: Combined Chronic Toxi- | (B.33.)
city/Carcinogenicity Studies (2018)
EU test method B.21. In Vitro Mammalian Cell Tran- | B.21.
sformation Test
Neurotossicita (per lo svi- | OECD Test Guideline 424: Neurotoxicity Study in Ro- | B.43.
luppo) dents (1997)
OECD Test Guideline 426: Developmental Neurotoxi- | B.53.
city Study (2007)
OECD Test Guideline 418: Delayed Neurotoxicity of | B.37.
Organophosphorus Substances Following Acute Expo-
sure (1995)
OECD Test Guideline 419: Delayed Neurotoxicity of | B.38.
Organophosphorus Substances: 28-day Repeated Dose
Study (1995)
Proprieta di interferenza | In vitro
con il sistema endocrino
OECD Test Guideline 455: Performance-Based Test | (B.66.)

Guideline for Stably Transfected Transactivation In Vi-
tro Assays to Detect Estrogen Receptor Agonists and
Antagonistsals (2021)

»M10 OECD Test Guideline 456: H295R Steroidoge-
nesis Assay (2023) <«

»M10 (B.57.) <

»M10 OECD Test Guideline 458: Stably Transfected
Human Androgen Receptor Transcriptional Activation
Assay for Detection of Androgenic Agonist and Anta-
gonist Activity of Chemicals (2023) <«

OECD Test Guideline 493: Performance-Based Test
Guideline for Human Recombinant Estrogen Receptor
(hrER) In Vitro Assays to Detect Chemicals with ER
Binding Affinity (2015)

B.70.

In vivo

OECD Test Guideline 440: Uterotrophic Bioassay in
Rodents A short-term screening test for oestrogenic pro-
perties (2007)

B.54.

OECD Test Guideline 441: Hershberger Bioassay in
Rats, A Short-term Screening Assay for (Anti)Androge-
nic Properties (2009)

B.55.
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Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte B del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
B; casella vuota: nella parte B del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

OECD Test Guideline 432: In Vitro 3T3 NRU Photo-
toxicity Test (2019)

(B.41)

OECD Test Guideline 495: Ros (Reactive Oxygen Spe-
cies) Assay for Photoreactivity (2019)

»M10 OECD Test Guideline 498: In vitro Phototoxi-
city Reconstructed Human Epidermis Phototoxicity test
method (2023) «

OECD Test Guideline 444 A: In vitro immunotoxicity
IL-2 Luc assay (2023)

v M9
Endpoint
Fototossicita
YM10
Immunotossicita
v M9

TABELLA 3: METODI DI PROVA PER LE PROPRIETA ECOTOSSICOLOGICHE

Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte C del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
C; casella vuota: nella parte C del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Tossicita acquatica

OECD Test Guideline 201: Freshwater Alga and Cya- | C.3.
nobacteria, Growth Inhibition Test (2011)

OECD Test Guideline 209: Activated Sludge, Respira- | C.11
tion Inhibition Test (Carbon and Ammonium Oxida-

tion) (2010)

OECD Test Guideline 224: Determination of the Inhi- | C.34.
bition of the Activity of Anaerobic Bacteria (2007)

OECD Test Guideline 244: Protozoan Activated Sludge
Inhibition Test (2017)

OECD Test Guideline 221: Lemna sp. Growth Inhibi- | C.26.
tion Test (2006)

OECD Test Guideline 202: Daphnia sp. Acute Immo- | C.2.
bilisation Test (2004)

OECD Test Guideline 211: Daphnia magna Reproduc- | C.20.
tion Test (2012)

OECD Test Guideline 203: Fish, Acute Toxicity Test | (C.1.)
(2019)

OECD Test Guideline 210: Fish, Early-life Stage Toxi- | C.47.
city Test (2013)

OECD Test Guideline 215: Fish, Juvenile Growth Test | C.14.

(2000)
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Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte C del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente

Endpoint Metodo di prova la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
C; casella vuota: nella parte C del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

OECD Test Guideline 236: Fish Embryo Acute | C.49.

Toxicity (FET) Test (2013)

OECD Test Guideline 249: Fish Cell Line Acute Toxi-

city - the RTgill-W1 Cell Line Assay (2021)

OECD Test Guideline 242: Potamopyrgus antipodarum

Reproduction Test (2016)

OECD Test Guideline 243: Lymnaea stagnalis Repro-

duction Test (2016)

Degradazione OECD Test Guideline 111: Hydrolysis as a Function of | C.7.

pH (2004)

OECD Test Guideline 301: Ready Biodegradability | C.4.

(1992)

OECD Test Guideline 302 A: Inherent Biodegradabi- | C.12.

lity: Modified SCAS Test (1981)

OECD Test Guideline 302 B: Inherent Biodegradabi- | (C.9).

lity: Zahn-Wellens/EMPA Test (1992)

OECD Test Guideline 302C: Inherent Biodegradability:

Modified MITI Test (II) (2009)

OECD Test Guideline 303: Simulation Test - Aerobic | C.10.

Sewage Treatment — A: Activated Sludge Units; B:

Biofilms (2001)

OECD Test Guideline 304 A: Inherent Biodegradability

in Soil (1981)

OECD Test Guideline 306: Biodegradability in Seawa- | C.42.

ter (1992)

OECD Test Guideline 307: Aerobic and Anaerobic | C.23.

Transformation in Soil (2002)

OECD Test Guideline 308: Aerobic and Anaerobic | C.24.

Transformation in Aquatic Sediment Systems (2002)

OECD Test Guideline 309: Aerobic Mineralisation in | C.25.

Surface Water — Simulation Biodegradation Test (2004)

OECD Test Guideline 310: Ready Biodegradability - [ C.29.

CO, in sealed vessels (Headspace Test) (2014)

OECD Test Guideline 311: Anaerobic Biodegradability | C.43.

of Organic Compounds in Digested Sludge: by Measu-
rement of Gas Production (2006)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte C del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
C; casella vuota: nella parte C del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

OECD Test Guideline 314: Simulation Tests to Assess
the Biodegradability of Chemicals Discharged in Wa-
stewater (2008)

»M10 OECD Test Guideline 316: Phototransforma-
tion of Chemicals in Water — Direct Photolysis
(2023) <«

EU test method C.5. Degradation — Biochemical Oxy-
gen Demand

C5s.

EU test method C.6. Degradation — Chemical Oxygen
Demand

C.6.

Destino e comportamento
nell’ambiente

OECD Test Guideline 305: Bioaccumulation in Fish:
Aqueous and Dietary Exposure (2012)

C.13.

OECD Test Guideline 315: Bioaccumulation in
Sediment-Dwelling Benthic Oligochaetes (2008)

C.46.

OECD Test Guideline 317: Bioaccumulation in Terre-
strial Oligochaetes (2010)

C.30.

OECD Test Guideline 318: Dispersion Stability of Na-
nomaterials in Simulated Environmental MEDIA (2017)

OECD Test Guideline 121: Estimation of the Adsor-
ption Coefficient (Koc) on Soil and on Sewage Sludge
using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) (2001)

C.19.

OECD Test Guideline 106: Adsorption - Desorption
Using a Batch Equilibrium Method (2000)

C.18.

OECD Test Guideline 312: Leaching in Soil Columns
(2004)

C.44.

OECD Test Guideline 313: Estimation of Emissions
from Preservative - Treated Wood to the Environment
(2007)

C.45.

OECD Test Guideline 319 A: Determination of In Vitro
Intrinsic Clearance Using Cryopreserved Rainbow
Trout Hepatocytes (RT-HEP) (2018)

OECD Test Guideline 319 B: Determination of In Vitro
Intrinsic Clearance Using Rainbow Trout Liver S9
Sub-Cellular Fraction (RT-S9) (2018)

OECD Test Guideline 320: Anaerobic Transformation
of Chemicals in Liquid Manure (2022)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte C del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
C; casella vuota: nella parte C del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Effetti sugli organismi ter-
restri

OECD Test Guideline 216: Soil Microorganisms: Ni- [ C.21.
trogen Transformation Test (2000)

OECD Test Guideline 217: Soil Microorganisms: Car- | C.22.
bon Transformation Test (2000)

OECD Test Guideline 207: Earthworm, Acute Toxicity | C.8.
Tests (1984)

OECD Test Guideline 222: Earthworm Reproduction | (C.33.)
Test (Eisenia fetida/Eisenia andrei) (2016)

OECD Test Guideline 220: Enchytraeid Reproduction | (C.32.)
Test (2016)

OECD Test Guideline 226: Predatory Mite (Hypoaspis | (C.36.)
(Geolaelaps) aculeifer) Reproduction Test in Soil

(2016)

OECD Test Guideline 232: Collembolan Reproduction | (C.39.)
Test in Soil (2016)

OECD Test Guideline 208: Terrestrial Plant Test: See- | C.31

dling Emergence and Seedling Growth Test (2006)

OECD Test Guideline 227: Terrestrial Plant Test: Ve-
getative Vigour Test (2006)

Effetti sugli organismi
presenti nei sedimenti ter-
restri

»M10 OECD Test Guideline 218: Sediment-Water
Chironomid Toxicity Test Using Spiked Sediment
(2023) «

> MI10 (C.27.) <

»M10 OECD Test Guideline 219: Sediment-Water
Chironomid Toxicity Test Using Spiked Water
(2023) «

> M10 (C.28.) <

OECD Test Guideline 233: Sediment-Water Chirono-
mid LIFE-Cycle Toxicity Test Using Spiked Water or
Spiked Sediment (2010)

C.40.

OECD Test Guideline 235: Chironomus sp., Acute Im-
mobilisation Test (2011)

OECD Test Guideline 225: Sediment-Water Lumbricu-
lus Toxicity Test Using Spiked Sediment (2007)

C.35.

OECD Test Guideline 238: Sediment-Free Myriophyl-
lum Spicatum Toxicity Test (2014)

C.50.

OECD Test Guideline 239: Water-Sediment Myriophyl-
lum Spicatum Toxicity Test (2014)
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Endpoint

Metodo di prova

Capitolo corrispondente, contenente
la descrizione completa del metodo
di prova, nella parte C del presente
allegato (i riferimenti tra parentesi
indicano che un capitolo contenente
la descrizione completa del metodo
di prova ¢ stato soppresso dalla parte
C; casella vuota: nella parte C del
presente allegato non figura nessun
metodo di prova corrispondente)

Effetti sull’avifauna

OECD Test Guideline 205: Avian Dietary Toxicity Test
(1984)

OECD Test Guideline 206: Avian Reproduction Test
(1984)

OECD Test Guideline 223: Avian Acute Oral Toxicity
Test (2016)

Effetti sugli insetti

OECD Test Guideline 213: Honeybees, Acute Oral To-
xicity Test (1998)

C.16.

OECD Test Guideline 214: Honeybees, Acute Contact
Toxicity Test (1998)

C.17.

OECD Test Guideline 237: Honey Bee (Apis Mellifera)
Larval Toxicity Test, Single Exposure (2013)

OECD Test Guideline 245: Honey Bee (Apis Mellifera
L.), Chronic Oral Toxicity Test (10-Day Feeding)
(2017)

OECD Test Guideline 246: Bumblebee, Acute Contact
Toxicity Test (2017)

OECD Test Guideline 247: Bumblebee, Acute Oral
Toxicity Test (2017)

OECD Test Guideline 228: Determination of Develop-
mental Toxicity to Dipteran Dung Flies (Scathophaga
stercoraria L. (Scathophagidae), Musca autumnalis De
Geer (Muscidae)] (2016)

Proprieta di interferenza
con il sistema endocrino

OECD Test Guideline 230: 21-Day Fish Assay (2009)

C.37.

OECD Test Guideline 229: Fish Short Term Reproduc-
tion Assay (2012)

C.48.

OECD Test Guideline 231: Amphibian Metamorphosis
Assay (2009)

C.38.

OECD Test Guideline 234: Fish Sexual Development
Test (2011)

C.41.

»M10 OECD Test Guideline 240: Medaka Extended
One Generation Reproduction Test (MEOGRT)
(2023) «

»>M10 (C.52.) <

OECD Test Guideline 241: The Larval Amphibian
Growth and Development Assay (LAGDA) (2015)

C.53».

OECD Test Guideline 248: Xenopus Eleutheroembryo-
nic Thyroid Assay (XETA) (2019)

OECD Test Guideline 250: EASZY assay - Detection
of Endocrine Active Substances, Acting Through Estro-
gen Receptors, Using Transgenic tg(cypl19alb:GFP) Ze-
brafish embrYos (2021)

OECD Test Guideline 251: Rapid Androgen Disruption
Activity Reporter (RADAR) Assay (2022)
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PARTE A: METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLE PROPRIETA

Al
A2,
A3.
A4
AS.
A.6.
A8.
A9.

A.10.

All

A.12.
A.13.
A.14.
A.15.
A.l6.
A17.
A.18.

A.19.

A.20.

A21.
A22.

A23.

A24.

A25.

FISICO-CHIMICHE

INDICE

TEMPERATURA DI FUSIONE/CONGELAMENTO
TEMPERATURA DI EBOLLIZIONE

DENSITA RELATIVA

TENSIONE DI VAPORE

TENSIONE SUPERFICIALE

IDROSOLUBILITA

COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE

PUNTO D'INFIAMMABILITA

INFIAMMABILITA (SOLIDI)

INFIAMMABILITA (GAS)

INFIAMMABILITA (CONTATTO CON L'ACQUA)
PROPRIETA PIROFORICHE DI SOLIDI E LIQUIDI
PROPRIETA ESPLOSIVE

TEMPERATURA DI AUTOACCENSIONE (LIQUIDI E GAS)
TEMPERATURA DI AUTOACCENSIONE RELATIVA DEI SOLIDI
PROPRIETA OSSIDANTI (SOLIDI)

PESO MOLECOLARE MEDIO NUMERICO E DISTRIBU-
ZIONE DEL PESO MOLECOLARE DI POLIMERI

CONTENUTO DI FRAZIONI A BASSO PESO MOLECOLARE
IN POLIMERI

COMPORTAMENTO DI SOLUZIONE/ESTRAZIONE DEI PO-
LIMERI IN ACQUA

PROPRIETA COMBURENTI (LIQUIDI)

DIAMETRO GEOMETRICO MEDIO DELLE FIBRE PONDE-
RATO RISPETTO ALLA LUNGHEZZA

COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE (1-OTTANOLO/ACQUA):
METODO DELL’AGITAZIONE LENTA

COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE (N-OTTANOLO/ACQUA),
METODO DELLA CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA
PRESTAZIONE (HPLC)

COSTANTI DI DISSOCIAZIONE IN ACQUA (METODO
DELLA TITOLAZIONE — METODO SPETTROFOTOME-
TRICO — METODO CONDUTTIMETRICO)
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1.1.

1.2.

1.3.

Al

TEMPERATURA DI FUSIONE/CONGELAMENTO

METODO

La maggior parte dei metodi descritti si basano sulle linee direttrici
OCSE (1). I principi fondamentali sono riportati nei riferimenti (2) e

3).

INTRODUZIONE

I metodi e le apparecchiature qui illustrati si applicano alla determi-
nazione della temperatura di fusione di sostanze senza alcuna limita-
zione rispetto al loro grado di purezza.

La scelta del metodo piu idoneo dipende dalla natura delle sostanze in
esame. Di conseguenza, il fattore limitante sara inerente ai fatto che la
sostanza sia facilmente, difficilmente o per nulla polverizzabile.

Per alcune sostanze, la determinazione della temperatura di congela-
mento o di solidificazione risulta pit appropriata e pertanto in questo
metodo sono state incluse anche le norme per queste determinazioni.

Dove, a motivo delle particolari proprieta della sostanza, non sia
possibile misurare in modo adatto alcuni dei parametri suddetti,
puo essere appropriato un punto di scorrimento.

DEFINIZIONI ED UNITA

La temperatura di fusione ¢ definita come la temperatura alla quale si
verifica la transizione di fase dallo stato solido allo stato liquido a
pressione atmosferica, e questa temperatura nel caso ideale corri-
sponde alla temperatura di congelamento.

Poiché per molte sostanze la transizione di fase si verifica in un
intervallo di temperatura ampio, questo viene spesso descritto come
intervallo di fusione.

Conversione delle unita (da K a °C):

t=T - 273,15

t:  temperatura Celsius, gradi Celsius (°C)

T: temperatura termodinamica, kelvin (K)

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Non ¢ necessario utilizzare sostanze di riferimento ogni volta che si
esamina una nuova sostanza. Esse devono principalmente venire im-
piegate per controllare periodicamente i risultati ottenuti col metodo e
per permettere confronti con i risultati ottenuti con altri metodi.

Alcune sostanze di riferimento sono elencate nel riferimento biblio-
grafico (4).
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

PRINCIPIO DEL METODO

Si determina la temperatura (o I’intervallo di temperatura) della tran-
sizione di fase dallo stato solido allo stato liquido o dallo stato
liquido allo stato solido. In pratica si determina la temperatura di
fusione/congelamento incipiente e di fusione/congelamento finale cu-
rante il riscaldamento/raffreddamento di un campione della sostanza
in esame a pressione atmosferica. Sona descritti 5 metodi, e precisa-
mente il metodo del capillare, il metodo degli elementi riscaldanti, la
determinazione del punto di congelamento, i metodi di analisi termica
e la determinazione del punto di scorrimento (come ¢ stata sviluppata
per gli olii di origine petrolifera).

In alcuni casi, pud essere conveniente misurare la temperatura di
congelamento invece della temperatura di fusione.

Metodo del capillare

Apparecchi per la determinazione del punto di fusione tramite bagno
liquido

Una piccola quantita della sostanza finemente macinata viene intro-
dotta in un tubo capillare e compattata fortemente. Il tubo viene
riscaldato, insieme ad un termometro, e l'aumento di temperatura
viene regolato in modo che sia inferiore a circa 1 K/min durante la
fusione propriamente detta. Si determinano quindi le temperature
iniziale e finale di fusione.

Apparecchi per la determinazione del punto di fusione a blocco
metallico

Si procede come indicato al punto 1.4.1.1, salvo il fatto che i tubo
capillare ed il termometro sono collocati in un blocco di metallo
riscaldante, attraverso alcuni fori del quale ¢ possibile la loro
osservazione.

Determinazione tramite fotocellula

Il campione contenuto nel tubo capillare viene riscaldato automatica-
mente in un cilindro metallico. Attraverso un foro praticato nel cilin-
dro un raggio luminoso viene convogliato sulla sostanza e raggiunge
poi una fotocellula accuratamente tarata. Per la maggior parte delle
sostanze le proprieta ottiche si modificano durante la fusione, pas-
sando dall'opacita alla trasparenza. L'intensita della luce che rag-
giunge la fotocellula aumenta fino ad inviare un segnale di arresto
all'indicatore numerico di un termometro a resistenza di platino col-
locato nella camera di riscaldamento. Questo metodo non ¢ adatto per
alcune sostanze fortemente colorate.

Elementi riscaldanti
Banco riscaldante di Kofler

11 banco riscaldante di Kofler fa uso di due corpi metallici di diversa
conducibilita termica, riscaldati elettricamente; la sbarra ¢ progettata
in modo tale che per tutta la sua lunghezza il gradiente di temperatura
¢ virtualmente costante. La temperatura dell'elemento riscaldante puo
variare da 283 K a 573 K; essa viene letta su un apposito strumento
costituito da un cursore provvisto di indice e di linguetta specifica-
mente realizzati per ogni banco. Per determinare una temperatura di
fusione, la sostanza viene distribuita in uno strato sottile direttamente
sulla superficie dell'elemento riscaldante. In pochi secondi appare una
linea di separazione netta tra la fase solida e quella liquida. La
temperatura corrispondente a questa linea di separazione viene letta
facendovi coincidere l'indice dello strumento.
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1.4.2.2.

1.4.2.3.

143

1.4.4.
1.44.1.

Microscopio di fusione

Numerosi sono gli elementi riscaldanti forniti di microscopio utiliz-
zati per la determinazione del punto di fusione con quantita molto
piccole di materiale. Nella maggioranza di questi strumenti, la tem-
peratura viene determinata mediante una termocoppia sensibile, ma
talvolta si usano anche termometri a mercurio. La versione tipica di
un apparecchio per la determinazione del punto di fusione ad ele-
mento riscaldante con microscopio ¢ dotata di una camera di riscal-
damento contenerne una piastra metallica sopra la quale si pone il
campione, distribuito su un vetrino. Al centro della piastra metallica
si trova un foro che permette il passaggio della luce proveniente dallo
specchio di illuminazione del microscopio. Durante la misura la ca-
mera viene chiusa da una piastra di vetro in modo da escludere I'aria
dalla zona del campione.

11 riscaldamento del campione ¢ regolato da un reostato. Per misure
di grande precisione e nel caso di sostanze otticamente anisotrope, si
puo utilizzare luce polarizzata.

Metodo del menisco

Questo metodo ¢ specifico per le poliammidi.

Si determina visivamente la temperatura alla quale si verifica lo spo-
stamento di un menisco di olio siliconico compreso tra un elemento
riscaldante e un copri-oggetti sostenuto dal campione di poliammide
in esame.

Metodo per determinare la temperatura di congelamento

Il campione viene posto in una provetta speciale e inserito in un
apparecchio per la determinazione della temperatura di congelamento.
Il campione viene agitato con delicatezza e continuita durante il raf-
freddamentoe la temperatura viene misurata ad intervalli adatti. Non
appena la temperatura si mantiene costante per qualche lettura, si
registra tale temperatura (corretta per l'errore termometrico) come
temperatura di congelamento.

Si deve evitare un sovraraffreddamento mantenendo l'equilibrio tra le
fasi solida e liquida.

Analisi termica
Analisi termica differenziale (ATD)

Questa tecnica registra la differenza di temperatura tra la sostanza e
un materiale di riferimento in funzione della temperatura stessa men-
tre la sostanza e il materiale di riferimento sono sottoposti allo stesso
programma controllato di temperatura. Quando il campione subisce
una transizione che implica una variazione di entalpia, tale variazione
¢ indicata da una deviazione endotermica (fusione) o esotermica
(congelamento) dalla linea di base del tracciato della temperatura.
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1.44.2. Calorimetria differenziale a scansione (CDS)

Questa tecnica registra la differenza tra l'energia introdotta in una
sostanza e quella introdotta in un materiale di riferimento, in funzione
della temperatura, mentre la sostanza e il materiale di riferimento
sono sottoposti allo stesso programma controllato di temperatura.
Questa energia ¢ l'energia necessaria per mantenere nulla la differenza
di temperatura tra la sostanza e il materiale di riferimento. Quando il
campione subisce una transizione che implica una variazione di en-
talpia, tale variazione ¢ indicata da una deviazione endotermica (fu-
sione) o esotermica (congelamento) dalla linea di base del tracciato
del flusso termico.

1.4.5. Punto di scorrimento

Questo metodo ¢ stato sviluppato per l'uso con gli olii di origine
petrolifera ed ¢ adatto per I'uso con sostanze oleose aventi una bassa
temperatura di fusione.

Dopo un riscaldamento preliminare, il campione viene raffreddato ad
una velocita specifica mentre, ad intervalli di 3 K, se ne esaminano le
caratteristiche di scorrimento. La temperatura piu bassa alla quale si
osserva un movimento della sostanza viene registrata come punto di
scorrimento.

1.5. CRITERI DI QUALITA

L'applicabilita e l'accuratezza dei vari metodi impiegati per la deter-
minazione della temperatura di fusione/intervallo di fusione sono
indicate nella seguente tabella.

TABELLA: APPLICABILITA DEI METODI

A. Metodi con impiego di capillare

Sostanze polveriz- Sostanze difficil- Intervallo di Accuratezza
Metodo di misura PO mente polveriz- . Norme esistenti
zabili o temperatura stimata (')
zabili
Apparecchi per il Si Soltanto per | Da 273 a 573 K +0,3 K JIS K 0064
punto di fusione alcune
a bagno liquido
Apparecchi per il Si Soltanto per |Da 293 a > 573 K| + 0,5 K ISO 1218 (E)
punto di fusione alcune
con blocco me-
tallico
Determinazione Si Svariate, con | Da 253 a 573 K + 0,5 K
con fotocellula uso di accessori

() In funzione del tipo di strumento e del grado di purezza della sostanza.
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1.6.

1.6.1.

B. Metodi con impiego di elementi riscaldanti e metodi di congelamento
. Sostanze difficil- . .
Metodo di misura | Sostanze polveriz- | oo polveriz- Intervallo di tempe- Accuratezzla S| Norme esistenti
zabili o ratura mata (1)
zabili
Banco riscaldante Si No Da 283 a > + 1,0 K ANSI/ASTM D
di Kofler 573 K 345176
Microscopio di Si Soltanto per al-[ Da 273 a > +0,5 K DIN 53736
fusione cune 573 K
Metodo del meni- No Specifico per le] Da 293 a > +0,5 K ISO 1218 (E)
sco poliammidi 573 K
Metodo del Si Si Da 223 a +0,5 K per esempio BS
punto di congela- 573 K 4695
mento
(") In funzione del tipo di strumento e del grado di purezza della sostanza.
C. Analisi termica
. Sostarne difficil- .
Metodo di misura Sostanze pqlverlz- mente polveriz- Intervallo di tempe- ACF uratezlza Norme esistenti
zabili zabili ratura stimata (1)
Analisi termica Si Si Da 173 a Fino a 600 K| ASTM E 53776
differenziale 1273 K i 0,5 K Fino a
1273 K
+20K
Calorimetria dif- Si Si Da 173 a Fino a 600 K| ASTM E 53776
ferenziate a scan- 1273 K i 0,5 K Fino a
sione 1273 K
+20K
(") In funzione del tipo di strumento e del grado di purezza della sostanza
D. Punto di scorrimento
. Sostanze difficil- .
Metodo di misura Sostanze pglverlz— mente polveriz- Intervallo di tempe- AC.C uratezlza Norme esistenti
zabili - ratura stimata (')
zabili
Punto di scorri- Per olii di Per olii di Da 223 a +0,3 K ASTM D 9766
mento origine petrolifera| origine petroli- 323 K

e sostanze oleose

fera e sostanze
oleose

(") In funzione del tipo di strumento e del grado di purezza della sostanza.

DESCRIZIONE DEI METODI

Le procedure relative a quasi tutti i metodi di determinazione sono

state  descritte
appendice 1).

Metodi con tubo

in varie norme

capillare

internazionali nazionali

(vedi

Quando vengono sottoposte ad un lento aumento di temperatura,
sostanze finemente polverizzate mostrano solitamente gli stadi di
fusione mostrati in figura 1.
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1.6.1.1.

Stadio A

Stadio A

Stadio B

Stadio C

Stadio D

Stadio E

figura 1.

- -
0
g
_/
Stadio B Stadio C Stadio D Stadio E

(inizio della fusione): minuscole goccioline aderiscono
uniformemente alla parete interna del capillare;

in seguito alla contrazione del fuso, va evidenziandosi uno
spazio libero tra il campione e la parete interna;

dopo essersi contratto, il campione inizia a scivolare in basso ed
a liquefarsi;

si ha la formazione di un menisco completo alla superficie, ma
una quantita apprezzabile del campione rimane solida;

(stadio finale della fusione): non restano piu particelle solide.

Durante la determinazione della temperatura di fusione viene regi-
strata la temperatura all'inizio delia fusione e nello stadio finale.

Apparecchi per il punto di fusione a bagno liquido

La figura 2 presenta un tipo di apparecchio normalizzato, realizzato
in vetro, per la temperatura di fusione (JIS K0064): tutte le quote
sono date in mm.

Figura 2

: Recipiente di misura
: Tappo di sughero
Sfogo

: Termometro
: Termometro ausiliario

: Bagno liquido

EMMOUO W

: Tubo capillare in vetro: lunghezza da

80 a 10 mm ; diametro interno 1 £ 0,2 mm ;
spessore da 0,2 a 0,3 mm
H: Tubo laterale
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1.6.1.2.

Bagno liquido:

Si deve scegliere un liquido adatto. La scelta del liquido dipende
dalla temperatura di fusione da determinare, per esempio paraffina
liquida per temperature di fusione non superiori a 473 K, olio di
silicone per temperature di fusione non maggiori di 573 K.

Per temperature di fusione superiori a 523 K, si pud usare una mi-
scela costituita da 3 parti di acido solforico e 2 parti di solfato di
potassio (rapporto in peso). Se si usa una miscela di questo tipo
occorre prendere opportune precauzioni.

Termometro:

Vanno impiegati soltanto termometri che soddisfano le prescrizioni
delle norme ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001, o di norme
equivalenti.

ASTM E 1671, DIN 12770, JIS K 8001.

Modalita operative:

La sostanza secca va polverizzata finemente in un mortaio e posta in
un tubo capillare, chiuso per fusione ad una estremita, in modo che,
dopo assestamento nella maniera pit compatta possibile, 1'altezza del
riempimento sia di 3 mm circa. Per ottenere un assestamento uni-
forme del campione, il tubo capillare deve essere lasciato cadere
attraverso una canna di vetro su un vetro da orologio da un'altezza
di circa 700 mm.

11 capillare riempito viene posto nel bagno in modo tale che la parte
centrale del bulbo del termometro a mercurio sia in contatto con il
tubo capillare nella zona dove ¢ collocato il campione. Il tubo capil-
lare viene di solito introdotto nell'apparecchio a temperatura inferiore
di circa 10 K a quella della temperatura di fusione.

11 bagno liquido viene riscaldato in modo che I'aumento di tempera-
tura corrisponda a circa 3 K/min. Il liquido va mantenuto sotto agi-
tazione. A circa 10 K al di sotto della temperatura prevista di fusione,
la velocita di incremento della temperatura va regolata ad un massimo
di 1 K/min.

Calcolo:

La temperatura fusione si calcola con la formula seguente:
T = Tp + 0,00016 (Tp - Tg)n

dove:

T temperatura di fusione corretta, in K,

Tp = temperatura letta sul termometro D, in K,

Tg temperatura letta sul termometro E, in K,

n = numero di graduazioni della colonnina di mercurio sul termo-
metro D sulla parte di stelo emergente.

Apparecchi per la temperatura di fusione con blocco metallico

Apparecchiatura:

La strumentazione consiste in:

— un blocco cilindrico di metallo, la cui parte superiore ¢ cava e
forma una camera (vedi figura 3);

— un tappo metallico provvisto di due o piu fori per permettere
l'inserimento dei tubi capillari nel blocco metallico;
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1.6.1.3.

— un sistema di riscaldamento per il blocco metallico realizzato, per
esempio, tramite una resistenza elettrica incorporata nel blocco;

— un reostato per la regolazione della potenza applicata, se si fa uso
del riscaldamento elettrico;

— quattro finestre di vetro resistente al calore sulle pareti laterali
della camera, disposte diametralmente ad angolo retto l'una ri-
spetto all'altra. Di fronte ad una di esse ¢ montato un oculare
per l'osservazione del capillare. Le altre tre finestre vengono usate
per illuminare l'interno per mezzo di lampade;

— un capillare di vetro resistente al calore chiuso ad una estremita
(vedi punto 1.6.1.1).

Termometro:

Vedi norme citate al punto 1.6.1.1. Possono utilizzarsi anche stru-
menti di misura termoelettrici di analoga accuratezza.

Figura 3

Termometro

Capillare

N

Tappo di metallo
Oculare

N
:

Resistenza elettrica

DA

7
wall

=
—/
Lampada -——J

Blocco riscaldante di
metallo

Determinazione tramite fotocellula

Apparecchiatura e modalita operative:

La strumentazione consiste in una camera metallica con un sistema
automatico di riscaldamento. Si riempiono tre capillari secondo le
indicazioni del punto 1.6.1.1 e si pongono nella camera.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Per la taratura dell'apparecchio sono disponibili diverse velocita di
incremento lineare della temperatura e l'aumento di temperatura op-
portuno viene regolato elettricamente su una velocita costante e li-
neare preselezionata. La temperatura effettiva nel forno e la tempe-
ratura della sostanza nei tubi capillari sono indicare da registratori.

Elementi riscaldanti
Banco riscaldante di Kofler

Vedi appendice.

Microscopio di fusione

Vedi appendice.

Metodo del menisco (per poliammidi)

Vedi appendice.

La velocita di riscaldamento nella zona di passaggio attraverso la
temperatura di fusione deve essere inferiore a 1 K/min.

Metodi per la determinazione della temperatura di congelamento

Vedi appendice.

Analisi termica
Analisi termica differenziale

Vedi appendice.

Calorimetria differenziale a scansione

Vedi appendice.

Determinazione del punto di scorrimento

Vedi appendice.

DATI

In alcuni casi si rende necessaria una correzione della lettura
termometrica.

RELAZIONE

La relazione sulla prova deve, se possibile, includere le seguenti
informazioni:

— metodo utilizzato;

— descrizione precisa della sostanza (identita e impurezze) ed even-
tuale stadio preliminare di purificazione;

— stima dell'accuratezza.

Come temperatura di fusione viene riportata la media di almeno due
misure che cadano nel campo di accuratezza stimata (vedi tabelle).
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Se la differenza tra la temperatura all'inizio e allo stadio finale della
fusione ricade nei limiti di accuratezza del metodo, si prende come
punto di fusione la temperatura dello stadio finale della fusione;
altrimenti vengono riportate ambedue le temperature.

Se la sostanza si decompone o sublima prima del raggiungimento
della temperatura di fusione, si riportera la temperatura alla quale si
osserva l'effetto.

Devono essere riportate tutte le informazioni e osservazioni utili per
l'interpretazione dei risultati, in particolare per quanto riguarda le
impurezze e lo stato fisico della sostanza.
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Appendice

Per ulteriori particolari tecnici, si possono consultare ad esempio le seguenti

norme:
1. Metodi basati sull'impiego di capillari
1.1. Apparecchi per la determinazione del punto di fusione a bagno li-
quido
ASTM E 324-69 Standard test method for relative ini-
tial and final melting points and the
melting range of organic chemicals
BS 4634 Method for the determination of mel-
ting point and/or melting range
DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles
von Harzen nach Kapillarverfahren
JIS K 00-64 Testing methods for melting point of
chemical products
1.2. Apparecchi per la determinazione della temperatura di fusione a

blocco di metallo

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmel-
ztemperatur von teilkristallinen Kun-
ststoffen

ISO 1218 (E) Plastics — polyarnides — determina-

tion of «melting point»

2. Apparecchi ed elementi riscaldanti
2.1. Banco riscaldante di Kofler
ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for

testing; polymeric powder coatings

2.2. Microscopio di fusione
DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmel-
ztemperatur von teilkristallinen Kun-
ststoffen
2.3. Metodo del menisco (poliammidi)
ISO 1218 (E) Plastics — polyarnides — determina-

tion of «melting point»
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4.1.

ANSI/ASTM D2133-66

NF T 51-050

Standard specification for acetal resin
injection; moulding and extrusion
materials

Résines de polyamides. Détermina-
tion du «point de fusion». Méthode
du ménisque

Metodi per la determinazione della temperatura di congelamento

BS 4633

BS 4695

DIN 51421

ISO 2207

DIN 53175

NF T 60-114

NF T 20-051

ISO 1392

Analisi termica

Analisi termica differenziale

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85

Method for the determination of cry-
stallizing point

Method for determination of melting
point of petroleum wax (Cooling
Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von
Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen und
Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la
température de figeage

Bestimmung des Erstarrungspunktes
von Fettsauren

Point de fusion des paraffines

Méthode de  détermination du
point de cristalisation (point de con-
gélation)

Method for the determination of the
freezing point

Standard method for assessing the
thermal stability of chemicals by me-
thods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating
to thermal analysis
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4.2.

ASTM E 472-86

DIN 51005

Standard practice for reporting ther-
moanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Calorimetria differenziale a scansione

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85

ASTM E 472-86

DIN 51005

Standard method for assessing the
thermal stability of chemicals by me-
thods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating
to thermal analysis

Standard practice for reporting ther-
moanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Determinazione del punto di scorrimento

NBN 52014

ASTM D 97-66

ISO 3016

Echantillonnage et analyse des pro-
duits du pétrole: Point de trouble et
point d'écoulement limite — Monste-
meming en ontleding van aardolie-
producten: Troebelingspunt en vloei-
punt

Standard test method for pour
point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of
pour point.
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1.1.

1.2.

A2 TEMPERATURA DI EBOLLIZIONE

METODO

La maggior parte dei metodi descritti sono basati sulle linee direttrici
OCSE (1). I principi fondamentali sono riportati nei riferimenti (2) e

3).

INTRODUZIONE

I metodi e le apparecchiature qui illustrati possono essere applicati a
sostanze liquide e a bassa temperatura di fusione, purché queste non
siano soggette a reazioni chimiche al di sotto della temperatura di
ebollizione (per esempio: autoossidazione, trasposizione, degrada-
zione, ecc.). I metodi possono essere applicati a sostanze liquide
sia pure che impure.

Si da particolare risalto ai metodi che utilizzano la determinazione
tramite fotocellula e 1'analisi termica perché questi metodi permettono
la determinazione sia della temperatura di fusione che della tempera-
tura di ebollizione. Inoltre, le misure possono essere eseguite in
automatico.

I1 «metodo dinamico» ha il vantaggio di poter essere applicato anche
alla determinazione della tensione di vapore e di non richiedere la
correzione della temperatura di ebollizione per riferirla alla pressione
normale (101,325 kPa) dal momento che la pressione normale pud
essere regolata durante la misura mediante un manostato.

Osservazioni:

L'influenza delle impurezze sulla determinazione della temperatura di
ebollizione dipende in notevole misura dalla natura delle impurezze.
Quando il campione contiene impurezze volatili che possono alterare
i risultati, la sostanza pud venire purificata.

DEFINIZIONI E UNITA

La temperatura di ebollizione normale ¢ definita come la temperatura
alla quale la tensione di vapore di un liquido ¢ di 101,325 kPa.

Se la temperatura di ebollizione non viene misurata alla pressione
atmosferica normale, la dipendenza della tensione di vapore dalla
temperatura puo essere descritta mediante l'equazione di
Clausius-Clapeyron:

logp = AH + cost.
2,3 RT
dove:
p = tensione di vapore della sostanza in Pascal,
A H, = calore di evaporazione in J mol™!,
R = costante universale dei gas = 8,314 J mol" K',
T = temperatura termodinamica in K.

La temperatura di ebollizione ¢ riferita alla pressione ambiente al
momento della misura.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

Fattori di conversione

Pressione (unita: kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa

(«bar» ¢ ancora ammissibile, ma non raccomandato).

133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr

(le unita «mm Hg» e «Torr» non sono permesse).

1 atm = atmosfera standard = 101 325 Pa

(l'unitd «atm» non ¢ permessa).

Temperatura (unita: K)

t=T - 273,15

t:  temperatura Celsius, gradi Celsius (°C)

T: temperatura termodinamica, Kelvin (K)

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Non ¢ necessario utilizzare sostanze di riferimento in tutti i casi in cui
si esamina una nuova sostanza. Esse servono principalmente per con-
trollare periodicamente l'accuratezza del metodo e per permettere un
confronto coi risultati ottenuti con altri metodi.

Alcune sostanze di riferimento sono elencate nei metodi riportati in
appendice.

PRINCIPIO DEI METODI

Cinque metodi per la determinazione della temperatura di ebollizione
(intervallo di ebollizione) sono basati sulla misura della temperatura
di ebollizione, altri due sono basati sull'analisi termica.

Determinazione tramite ebulliometro

Gli ebulliometri sono stati originariamente concepiti per la determi-
nazione del peso molecolare tramite 1'innalzamento della temperatura
di ebollizione, ma si prestano anche per accurate misure della tem-
peratura di ebollizione. Una apparecchiatura molto semplice ¢ de-
scritta nella norma ASTM D 1120-72 (vedi appendice). Con questo
strumento il liquido viene riscaldato fino all'ebollizione in condizioni
di equilibrio a pressione atmosferica.

Metodo dinamico

Questo metodo implica la misura della temperatura di ricondensa-
zione del vapore mediante un appropriato termometro nella zona di
riflusso durante 1'ebollizione. Questo metodo permette di variare la
pressione.

Metodo della distillazione per la temperatura di ebollizione

Il metodo si basa sulla distillazione del liquido e sulla misura della
temperatura di ricondensazione del vapore con determinazione della
quantita di distillato.
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1.4.4. Metodo di Siwoloboff

Il campione viene riscaldato in una provetta immersa a sua volta nel
liquido di un bagno riscaldante. Nella provetta contenente il cam-
pione viene introdotto un capillare, chiuso per fusione ad un estremo
e contenente una bollicina d'aria nella parte inferiore.

1.4.5. Determinazione tramite fotocellula

Si impiega il metodo Siwoloboff, applicando tuttavia la misura fo-
toelettrica della fase di emissione delle bollicine.

1.4.6. Analisi termica differenziale

Questa tecnica registra la differenza di temperatura tra la sostanza e
un materiale di riferimento, in funzione della temperatura, mentre la
sostanza ¢ il materiale di riferimento sono sottoposti allo stesso pro-
gramma controllato di variazione della temperatura. Quando il cam-
pione subisce una transizione che implica una variazione di entalpia,
tale variazione ¢ indicata da un allontanamento endotermico (ebolli-
zione) dalla linea di base nella registrazione della temperatura.

1.4.7. Calorimetria differenziale a scansione

Questa tecnica registra la differenza di energia introdotta in una
sostanza e in un materiale di riferimento in funzione della tempera-
tura mentre la sostanza e il materiale di riferimento vengono sottopo-
sti allo stesso programma controllato di variazione della temperatura.
Questa energia ¢ l'energia necessaria per mantenere a zero la diffe-
renza di temperatura tra la sostanza e il materiale di riferimento.
Quando il campione subisce una transizione che implica una varia-
zione di entalpia, tale variazione ¢ indicata da un allontanamento
endotermico (ebollizione) dalla linea di base della registrazione del
flusso di calore.

L.5. CRITERI DI QUALITA

La tabella 1 riporta l'applicabilita e l'accuratezza dei vari metodi
utilizzati per la determinazione della temperatura di ebollizione/inter-
vallo di ebollizione.

Tabella 1

Confronto dei metodi

Metodo di misura Accuratezza stimata Norme esistenti
Ebulliometro + 1,4 K (fino a 373 K) (") (® ASTM D 1120-72 ()
+ 2,5 K (fino a 600 K) (") (®
Metodo dinamico + 0,5 K (fino a 600 K) (%)
Processo di distillazione (inter- | £ 0,5 k (fino a 600 K) ISO/R 918, DIN 53171, BS
vallo di ebollizione) 4591/71
Metodo di Siwoloboff + 2 K (fino a 600 K) (%)
Rivelazione mediante fotocellula | = 0,3 K (a 373 K) (?)
Analisi termica differenziale + 0,5 K (fino a 600 K) ASTM E 537-76
+ 2,0 K (fino a 1273 K)
Calorimetria differenziale a + 0,5 K (fino a 600 K) ASTM E 537-76
scansione + 2,0 K (fino a 1273 K)

(") Questo livello di accuratezza ¢ valido soltanto nel caso di una strumentazione semplice, come ad esempio quella
descritta nella norma ASTM D 1120-72; esso puo essere migliorato con ebulliometri piu perfezionati.
(?) Valida solo per sostanze pure. L'uso in altre circostanze deve essere giustificato.
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1.6. DESCRIZIONE DEI METODI

I procedimenti relativi ad alcuni dei metodi citati sono descritti in
varie norme internazionali e nazionali (vedi appendice).

1.6.1. Ebulliometro

Vedi appendice.

1.6.2. Metodo dinamico

Vedi metodo A.4. per la determinazione della tensione di vapore.

Si assume come temperatura di ebollizione quella misurata in corri-
spondenza di una pressione di 101,325 kPa.

1.6.3. Metodo della distillazione (intervallo di ebollizione)

Vedi appendice.

1.6.4. Metodo di Siwoloboff

Il campione viene riscaldato in una apparecchiatura per il punto di
fusione in una provetta di diametro approssimato di 5 mm (figura 1).

La figura 1 presenta un tipo di apparecchiatura standardizzata per la
determinazione della temperatura di fusione e di ebollizione (JIS K
0064) (realizzata in vetro; tutte le quote sono in mm).

Figura 1
E
u/
D
C
H
777
A
3 -
300 - A
A: Recipiente di misura
B: Tappo
C: Sfogo
D: Termometro

E: Termometro ausiliario

F: Bagno liquido

G: Provetta contenente il campione: diametro
esterno massimo 5 mm; contenente un
tubo capillare di lunghezza di 100 mm circa,
diametro interno di 1 mm circa e con spessore
della parete da 0,2 a 0,3 mm

H: Tubo laterale

Nella provetta viene posto un tubo capillare (capillare di ebollizione)
fuso a circa 1 cm dall'estremita inferiore. Il livello di riempimento
della sostanza in esame deve essere tale che la parte fusa del capillare
si trovi al di sotto della superficie del liquido. La provetta contenente
il capillare di ebollizione puo essere assicurata al termometro con un
elastico oppure fissata tramite un sostegno laterale (vedi figura 2).
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Figura 2 Figura 3

Principio secondo Siwoloboff Principio modificato

I
i h
L
|
i

a) b) c)

I1 liquido per il bagno va scelto in funzione della temperatura di
ebollizione. Per temperature fino a 573 K si pud impiegare olio di
silicone. La paraffina liquida puo essere impiegata solo fino a 473 K.
11 riscaldamento del bagno liquido deve essere regolato in modo che
l'incremento di temperatura sia inizialmente di circa 3 K/min. II li-
quido del bagno va tenuto in agitazione. A circa 10 K al di sotto
della temperatura di ebollizione prevista, il riscaldamento va dimi-
nuito in maniera da ridurre la velocita di aumento della temperatura a
meno di 1 K/min. In prossimita della temperatura di ebollizione, dal
capillare in ebollizione incominciano a emergere rapidamente delle
bollicine.

La temperatura di ebollizione ¢ la temperatura alla quale, per raffred-
damento temporaneo, la serie di bollicine s'arresta e il fluido inizia
improvvisamente a risalire nel capillare. La corrispondente lettura
termometrica rappresenta la temperatura di ebollizione della sostanza.

Secondo il principio modificato (vedi figura 3) la temperatura di
ebollizione viene determinata in un capillare per la temperatura di
fusione. Questo viene sfinato per circa 2 cm (a) e con esso si aspira
una piccola quantita del campione. L'estremita aperta della parte sfi-
nata viene chiusa alla fiamma in modo da far restare una bollicina
d'aria in vicinanza della punta. Durante il riscaldamento nell'apparec-
chio per la temperatura di fusione (b) la bolla d'aria si dilata. La
temperatura di ebollizione corrisponde alla temperatura alla quale il
menisco superiore della sostanza raggiunge il livello della superficie
del bagno liquido (c).

1.6.5. Determinazione tramite fotocellula

Il campione viene riscaldato in un tubicino capillare all'interno di un
blocco metallico riscaldante.

Tramite opportune aperture sul blocco, un raggio di luce viene fatto
passare attraverso la sostanza e colpisce una fotocellula accuratamente
tarata.

Durante I'aumento della temperatura del campione, dal capillare di ebol-
lizione emergono bollicine d'aria isolate. Quando viene raggiunta la
temperatura di ebollizione, il numero di bollicine aumenta enormemente.
Cio fa variare l'intensita della luce misurata dalla fotocellula, inviando un
segnale di arresto all'indice di un termometro a resistenza di platino
collocato nel blocco.

Questo metodo risulta particolarmente vantaggioso poiché permette
determinazioni al di sotto della temperatura ambiente fino a 253,15
K (- 20 °C) senza modifiche dell'apparecchiatura. E semplicemente
necessario porre lo strumento in un bagno di raffreddamento.
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1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Analisi termica
Analisi termica differenziale

Vedi appendice

Calorimetria differenziale a scansione

Vedi appendice

DATI

Per piccole deviazioni dalla pressione normale (max. = 5 kPa), le
temperature di ebollizione vengono normalizzate a T, mediante la
seguente equazione numerica di Sidney-Young:

Tn:T+(fTXAp)

dove:

A p = (101,325 — p) [notare il segno],

p = valore misurato della pressione, in kPa,

fr = coefficiente di correzione della temperatura di ebollizione con
la pressione, in K/kPa,

T = valore misurato della temperatura, in K,

T, = temperatura di ebollizione corretta a pressione normale, in K.

Per molte sostanze i coefficienti di correzione della temperatura fr e
le equazioni per il calcolo approssimativo sono indicati nelle norme
internazionali e nazionali prima citate.

A titolo di esempio, il metodo DIN 53171 cita i seguenti coefficienti
approssimativi per i solventi contenuti nelle vernici:

Tabella 2

Coefficienti di correzione della temperatura f

Temperatura T in K Coefficiente di correzione fr (K/kPa
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47
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RELAZIONE

La relazione sulla prova deve, se possibile, includere le seguenti
informazioni:

— metodo usato;

— descrizione precisa della sostanza (identitd e impurezze) e del-
l'eventuale stadio preliminare di purificazione;

— una stima dell'accuratezza.

Come temperatura di ebollizione viene riportata la media di almeno
due misure che ricadano nel campo dell'accuratezza stimata (vedi
tabella 1).

Devono essere riportate le temperature di ebollizione misurate e la
loro media, e le pressioni alle quali sono state effettuate le misure
devono essere riportate in kPa. La pressione deve preferibilmente
essere prossima alla normale pressione atmosferica.

Vanno fornite tutte le informazioni e osservazioni utili per l'interpre-
tazione dei risultati, in particolare per quanto riguarda le impurezze e
lo stato fisico della sostanza.
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Appendice

Per ulteriori particolari tecnici, si possono ad esempio consultare le seguenti

norme:
1. Ebulliometro
ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of
engine anti-freezes
2. Metodo della distillazione (intervallo di ebollizione)
ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation
Yield and Distillation Range)
BS 4349/68 Method for determination of distillation of
petroleum products
BS 4591/71 Method for the determination of distillation
characteristics
DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestim-
mung des Siedeverlaufes
NF T 20-608 Distillation: détermination du rendement et
de l'intervalle de distillation
3. Analisi termica differenziale e calorimetria differenziale a scan-
sione
ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal
stability of chemicals by methods of diffe-
rential thermal analysis
ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to
thermal analysis
ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoana-

lytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe
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A3. DENSITA RELATIVA

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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AA4. TENSIONE DI VAPORE

YM9
La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per ’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

L.5.

AS. TENSIONE SUPERFICIALE

METODO

I metodi descritti si basano sulle linee direttrici OCSE (1) I principi
fondamentali sono presentati nel riferimento (2).

INTRODUZIONE

I metodi qui illustrati si applicano alla misura della tensione superfi-
ciale di soluzioni acquose.

Prima di effettuare le prove, ¢ utile disporre di dati preliminari su
alcune caratteristiche della sostanza in esame, quali la solubilita in
acqua, la struttura, il comportamento all’idrolisi e la concentrazione
critica per la formazione di micelle.

I metodi qui illustrati si applicano alla maggior parte delle sostanze
chimiche senza alcuna limitazione rispetto al loro grado di purezza.

La misura della tensione superficiale col metodo del tensiometro ad
anello puo essere effettuata soltanto su soluzioni acquose con visco-
sita dinamica inferiore a 200 mPa s circa.

DEFINIZIONI ED UNITA

Per tensione superficiale si intende l'entalpia libera superficiale per
unita di area.

La tensione superficiale si misura in:

N/m (unita SI) oppure in

mN/m (sottomultipli della unita SI);

1 N/m = 10° dine/cm,

1 mN/m = 1 dine/cm nel vecchio sistema cgs.

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Non ¢ necessario utilizzare sostanze di riferimento ogni volta che si
esamina una nuova sostanza. Esse servono principalmente per con-
trollare periodicamente l'attendibilita del metodo e per permettere il
confronto dei risultati ottenuti con altri metodi.

Nei riferimenti bibliografici (1) e (3) sono citate varie sostanze di
riferimento in grado di coprire un ampio campo di valori della ten-
sione superficiale.

PRINCIPIO DEI METODI

I metodi si basano sulla misura della massima forza che ¢ necessario
esercitare in senso verticale ad una staffa o ad un anello a contatto
con la superficie del liquido in esame posto in un recipiente di misura
affinché detto liquido si distacchi dalla superficie stessa, ovvero ad
una lamina che abbia un bordo a contatto con la superficie suddetta
per sollevare la pellicola che si ¢ formata.

Le sostanze che sono solubili in acqua ad una concentrazione di
almeno 1 mg/l sono esaminate in soluzione acquosa ad un'unica
concentrazione.

CRITERI DI QUALITA

I metodi descritti permettono misure piu precise di quanto possa
essere necessario per valutazioni di ordine ambientale.



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 42

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.
1.6.4.1.

1.6.4.1.1.

1.6.4.1.2.

DESCRIZIONE DEI METODI

Si prepara una soluzione della sostanza in acqua distillata. La concen-
trazione di questa soluzione dovrebbe essere il 90 % del valore corri-
spondente alla concentrazione di saturazione della sostanza in acqua;
quando questa concentrazione supera 1 g/l, si usa per la prova una
concentrazione di 1 g/l. Non ¢ necessario eseguire il saggio su so-
stanze con una solubilitd in acqua minore di 1 mg/I.

Metodo della lamina

Vedi ISO 304 e NF T 73-060 (Tensioattivi — Determinazione della
tensione superficiale attraverso il sollevamento di pellicole liquide).

Metodo della staffa

Vedi ISO 304 ¢ NF T 73-060 (Tensioattivi — Determinazione della
tensione superficiale attraverso il sollevamento di pellicole liquide).

Metodo dell'anello

Vedi ISO 304 ¢ NF T 73-060 (Tensioattivi — Determinazione della
tensione superficiale attraverso il sollevamento di pellicole liquide).

Metodo armonizzato dell'anello secondo 'OCSE
Apparecchiatura

I tensiometri reperibili in commercio risultano adeguati a questo tipo
di misura. Essi consistono delle parti seguenti:

— tavolo mobile per il campione,

— sistema di misurazione della forza,

— elemento di misura (anello),

— recipienti di misura.

Tavolo mobile per il campione

11 tavolo mobile per il campione viene usato come piano d'appoggio
per il recipiente di misura termostatato contenente la soluzione in
esame. Detto tavolo ¢ montato su di un sostegno assieme al sistema
di misurazione della forza.

Sistema di misurazione della forza

Il sistema di misurazione della forza (vedi la figura) ¢ collocato al di
sopra del tavolo che sostiene il campione. L'errore nella misura della
forza non deve essere maggiore di + 10°N, corrispondente ad un
limite d'errore di £ 0,1 mg in unita di massa. Nella maggioranza
dei casi, la scala di misura dei tensiometri reperibili in commercio
¢ tarata in mN/m, in modo che la tensione superficiale possa essere
direttamente letta in mN/m con una incertezza di 0,1 mN/m.
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1.6.4.13. Elemento di misura (anello)

L'anello ¢ generalmente costituito da un filo di platino-iridio di circa
0,4 mm di spessore ed avente una circonferenza media di 60 mm.
L'anello ¢ sospeso orizzontalmente ad uno stelo metallico e ad una
forcella di supporto in filo metallico che costituiscono il collegamento
con il sistema di misurazione della forza (vedi la figura).

Figura
Elemento di misura

(Tutte le quote sono in mm)

[
I )
Stelo ‘
l 2
| !
Forcella montante i
‘ _—
| 2
| !
i
. | )
- - ‘
O
: |
S i Y
|

\ Anello

-~ 19,8

1.64.14. Recipiente di misura

Il recipiente di misura contenente la soluzione in esame deve essere
in vetro e permettere la termostatazione. Esso deve essere progettato
in modo che, durante la misura, la temperatura della soluzione liquida
in esame e della fase gassosa sovrastante la sua superficie rimanga
costante e che il campione non possa evaporare. Sono accettabili
recipienti cilindrici in vetro di diametro interno non inferiore a 45
mm.
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1.6.4.2.
1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Preparazione dell'apparecchiatura
Pulizia

I recipienti di vetro devono essere accuratamente puliti. Se necessa-
rio, essi vanno lavati con miscela solfo-cromica bollente, poi con
acido fosforico sciropposo (dall'83 al 98 % in peso di H3;PO,), ab-
bondantemente risciacquati con acqua di rubinetto, lavati con acqua
bidistillata fino a reazione neutra ed infine asciugati o risciacquati con
parte del campione liquido in esame.

L'anello deve essere innanzitutto abbondantemente risciacquato con
acqua per eliminare ogni sostanza idrosolubile, poi immerso per
breve tempo nella miscela solfo-cromica, lavato con acqua bidistillata
fino a reazione neutra ed infine riscaldato brevemente su una fiamma
a metanolo.

Nota:

Eventuali sostanze contaminanti che non possano essere disciolte o
distrutte dalla miscela solfo-cromica o dall'acido fosforico, come ad
esempio siliconi, vanno eliminate mediante un opportuno solvente
organico.

Taratura dell'apparecchio

La convalida dell'apparecchiatura consiste nel controllo del punto di
zero ¢ nella regolazione dello strumento in modo che esso permetta
determinazioni attendibili in mN/ra.

Montaggio:

La base dell'apparecchio deve essere posta perfettamente in piano, per
esempio utilizzando una livella a bolla d'aria e regolando le apposite
viti di livellamento.

Azzeramento dell'apparecchio:

Dopo aver montato 1'anello sull'apparecchio e prima di immergerlo
nel liquido, il tensiometro deve essere azzerato, controllando inoltre il
parallelismo dell'anello con la superficie della soluzione. A tale scopo
la superficie della soluzione pud essere usata come uno specchio.

Taratura:

La taratura puo essere effettuata tramite uno dei due procedimenti
seguenti:

a) per mezzo di una massa: il procedimento si basa sull'impiego di
cavalieri di massa nota compresa tra 0,1 ¢ 1,0 g, da collocare
sull'anello. II fattore di calibrazione ®,, per il quale tutte le letture
dell'apparecchio devono essere moltiplicate, va determinato con la
seguente equazione (1):

0, :G_a )]

dove:
o = I%? (mN/m)
m = massa del cavaliere (in g),

accelerazione di gravita (981 cm.s-> al livello del mare),

(o]
Il

o
Il

circonferenza dell'anello (in cm),

o, = lettura al tensiometro dopo collocamento del cavaliere sul-
l'anello (in mN/m);
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) per mezzo dell'acqua: il procedimento si basa sull'impiego di
acqua pura, la cui tensione superficiale ¢ nota; per esempio, a
23 °C essa ¢ di 72,3 mN/m. Questo metodo ¢ piu rapido della
taratura con pesi, ma comporta sempre il rischio che la tensione
superficiale dell'acqua risulti alterata a causa della contaminazione
con tensioattivi in traccia.

1l fattore di taratura @, per il quale tutte le letture dell'apparec-
chio devono essere moltiplicate, va determinato con la seguente
equazione (2):

Oy, = — )

dove:

6, = valore riportato in letteratura per la tensione superficiale
dell'acqua (in mN/m),

= valore misurato della tensione superficiale dell'acqua (in
mN/m) entrambi riferiti alla stessa temperatura.

Q
09
|

Preparazione dei campioni

Vanno preparate soluzioni acquose delle sostanze da esaminare alle
concentrazioni richieste ed in assenza di alcun corpo di fondo.

La soluzione deve essere mantenuta a temperatura costante (&
0,5°C). Poiché la tensione superficiale di una soluzione nel recipiente
di misura varia con il tempo, devono essere effettuate piu misure a
distanza l'una dall'altra, in modo da poter tracciare un grafico rap-
presentante le variazioni della tensione superficiale in funzione del
tempo. Lo stato di equilibrio si considera raggiunto quando non si
riscontrano piu variazioni.

La polvere e la contaminazione gassosa ad opera di altre sostanze
interferiscono con le misure. Queste devono pertanto essere effettuate
sotto una copertura di protezione.

Condizioni sperimentali

Le misure vanno eseguite a 20 °C circa con variazioni non superiori
a + 0,5°C.

Esecuzione della prova

Le soluzioni da sottoporre a misura devono essere trasferite nel reci-
piente di misura accuratamente pulito, avendo cura di evitare la forma-
zione di schiuma, e successivamente il recipiente di misura va collocato
sul tavolo dell'apparecchio di prova. Il piano dei tavolo va alzato in-
sieme ai recipiente fino ad immergere l'anello sotto la superficie della
soluzione in esame. Il piano del tavolo va poi abbassato gradualmente
ed uniformemente (ad una velocita di circa 0,5 cm/min), in modo da
staccare l'anello dalla superficie, fino a raggiungere il massimo della
forza. Lo strato liquido attaccato all'anello non deve separarsi da esso.
Al termine della misura, I'anello va nuovamente immerso sorto la su-
perficie della soluzione ed il procedimento ripetuto finché si ottenga un
valore costante della tensione superficiale. In ciascuna determinazione
va registrato il tempo trascorso dal trasferimento della soluzione nel
recipiente di misura. Le letture devono essere effettuate in corrispon-
denza dello sforzo massimo necessario per distaccare l'anello dalla
superficie del liquido.
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DATI

Per calcolare la tensione superficiale, il valore in mN/m letto sull'ap-
parecchio va innanzitutto moltiplicato per il fattore di calibrazione @,
o @y, (secondo il procedimento di taratura adottato). Si otterra cosi un
valore approssimativo, che deve essere a sua volta opportunamente
corretto.

Harkins e Jordan (4) hanno determinato alcuni fattori di correzione
empirici per i valori della tensione superficiale misurata col metodo
dell'anello, i quali dipendono dalle dimensioni dell'anello, dalla den-
sita del liquido e dalla sua tensione superficiale.

Poiché la determinazione del fattore di correzione con le tabelle di
Harkins e Jordan per ciascuna singola misura di tensione superficiale
risulta troppo laboriosa, per le soluzioni acquose puod applicarsi un
metodo semplificato, consistente nel desumere la tensione superficiale
corretta direttamente dalla tabella qui di seguito riportata (per valori
compresi tra quelli tabulati si puo ricorrere all'interpolazione).

Tabella
Correzione dei valori sperimentali della tensione superficiale

Valida soltanto per soluzioni acquose con p = 1 g/em®

R = 9,55 mm (raggio medio dell'anello).

r = 0,185 mm (spessore medio del filo metallico).

Valore corretto (mN/m)
Valore sperimentale (mN/m) Taratura con pesi (vedi punto Taratura con acqua (vedi punto
1.6.4.2.2, lettera a) 1.6.4.2.2, lettera b)
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
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Valore corretto (mN/m)

Taratura con acqua (vedi punto
1.6.4.2.2, lettera b)

Valore sperimentale (mN/m) Taratura con pesi (vedi punto
1.6.4.2.2, lettera a)
58 53,2
60 55,2
62 57,2
64 59,2
66 61,2
68 63,2
70 65,2
72 67,2
74 69,2
76 71,2
78 73,2

57,0
59,1
61,3
63,4
65,5
67,7
69,9
72,0

Questa tabella ¢ stata compilata sulla base della correzione secondo
Harkins e Jordan, in modo analogo alla norma DIN 53914 per l'acqua
¢ le soluzioni acquose (densita p = 1 g/em®) e per anelli reperibili in
commercio aventi dimensioni di R = 9,55 mm (raggio medio del-
l'anello) e r = 0,185 mm (spessore del filo metallico). La tabella
fornisce i valori corretti per le misure di tensione superficiale effet-
tuate dopo taratura con pesi o con acqua.

In alternativa, la tensione superficiale puo essere calcolata senza ta-
ratura preliminare ricorrendo alla formula seguente:

fxF
o =

4nR

dove:

F = forza misurata al dinamometro al punto di rottura della pellicola,

R = raggio dell'anello,
f = fattore di correzione (1).
RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione di prova deve, se possibile, includere le seguenti
informazioni:

— metodo usato;

— tipo d'acqua o soluzione impiegata;

— descrizione precisa della sostanza (identita e impurezze);

— risultati delle misure: tensione superficiale (lettura), indicando sia
le singole letture e la loro media che la media corretta (tenendo
conto del fattore specifico dell'apparecchio e della tabella di cor-
rezione);
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3.2

— concentrazione della soluzione;
— temperatura di esecuzione delle prove;

— eta della soluzione impiegata; in particolare il tempo trascorso tra
la preparazione della soluzione e le misure;

— descrizione della variazione della tensione superficiale col tempo
dopo il trasferimento della soluzione nel recipiente di misura;

— tutte le informazioni e osservazioni utili per l'interpretazione dei
risultati, in particolare per quanto riguarda le impurezze e lo stato
fisico della sostanza.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Considerando che l'acqua distillata ha una tensione superficiale di
72,75 mN/m a 20 °C, le sostanze che presentano una tensione super-
ficiale minore di 60 mN/m nelle condizioni di misura previste da
questo metodo devono essere considerate come materiali tensioattivi.

BIBLIOGRAFIA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council
C(81) 30 final.

(2) R. Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Chapter
XIV, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed., Inter-
science Publ., New York, 1959, Vol. I, Part I.

(3) Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, 511.

(4) Harkins, W.D., Jordan, H.F., J. Amer. Chem. Soc, 1930, vol. 52,
1751.
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A.6. IDROSOLUBILITA
INTRODUZIONE

Questo metodo di prova equivale alla linea guida del’OCSE per le prove
sulle sostanze chimiche n. 105 (1995) Questo metodo di prova ¢ una ver-
sione riveduta della linea guida originale n. 105 adottata nel 1981. Non vi
sono differenze significative tra I’attuale versione e quella del 1981, in
quanto ¢ stato modificato soprattutto il formato. La revisione si basa sul
metodo di prova dell’UE «ldrosolubilitay M.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

L’idrosolubilita di una sostanza puo essere considerevolmente alterata dalla
presenza di impurita. Il presente metodo di prova riguarda la determinazione
dell’idrosolubilita di sostanze fondamentalmente pure che sono stabili in
acqua e non volatili. Prima di determinare 1’idrosolubilita ¢ utile disporre
di alcune informazioni preliminari sulla sostanza in esame, come la formula
strutturale, la tensione di vapore, la costante di dissociazione e I’idrolisi in
funzione del pH.

In questo capitolo sono descritti due metodi: il metodo dell’eluizione su
colonna e il metodo del matraccio che riguardano rispettivamente solubilita
inferiori e superiori a 107 g/l. Viene anche descritta una semplice prova
preliminare che consente di determinare approssimativamente la quantita
adeguata di campione da utilizzare nella prova finale e il tempo necessario
per raggiungere la saturazione.

DEFINIZIONI E UNITA

L’idrosolubilita di una sostanza ¢ la concentrazione massica di saturazione
della sostanza in acqua ad una determinata temperatura.

L’idrosolubilita ¢ espressa in massa di soluto per volume di soluzione.
L’unita SI & kg/m® (ma si pud anche far uso di g/l).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

Per questo metodo non ¢ necessario utilizzare sostanze chimiche di riferi-
mento quando si esamina una sostanza.

DESCRIZIONE DEI METODI
Condizioni sperimentali

La prova deve essere preferibilmente effettuata a 20 + 0,5 °C, mantenendo
costante la temperatura scelta in tutte le parti dell’apparecchiatura.

Prova preliminare

Nell’ambito di una procedura in piu fasi successive (stepwise), in un cilindro
graduato da 10 ml con tappo di vetro vengono versati volumi crescenti di
acqua a temperatura ambiente su circa 0,1 g di campione (le sostanze in
esame solide devono essere polverizzate). Dopo ciascuna aggiunta di acqua,
la miscela viene agitata per 10 minuti e controllata visivamente per verificare
la presenza di particelle non disciolte del campione. Se, dopo I’aggiunta di
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10.

11.

12.

10 ml d’acqua, il campione, o parte di esso, resta indisciolto, I’esperimento
deve essere proseguito in un cilindro graduato da 100 ml. La solubilita
approssimativa ¢ indicata nella tabella 1 in corrispondenza del volume d’ac-
qua necessario per ottenere la dissoluzione completa del campione. Quando
la solubilita ¢ bassa, pud occorrere piu tempo per sciogliere la sostanza in
esame ¢ si devono prevedere almeno 24 ore. Se dopo 24 ore la sostanza in
esame non ¢ ancora disciolta, occorre aspettare piu a lungo (fino a 96 ore) o
tentare un’ulteriore diluizione per stabilire se occorre utilizzare il metodo di
eluizione su colonna o il metodo del matraccio.

Tabella 1
ml di acqua per 0,1 g di 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
campione
solubilita approssimativa [ > 1000 [Da 1000 a| Da 200 a [Da 100 a 50/Da 50 a 10| Da 10 a 1 <1

in g/l 200 100

Metodo dell’eluizione su colonna

Principio

Questo metodo si basa sull’eluizione della sostanza in esame con acqua in
una microcolonna caricata con un materiale di supporto inerte, precedente-
mente rivestito con un eccesso della sostanza stessa (2). L’idrosolubilita ¢

data dalla concentrazione massica dell’eluato quando questo ha raggiunto un
plateau in funzione del tempo.

Apparecchiatura

L’apparecchiatura ¢ costituita da una microcolonna (figura 1) mantenuta a
temperatura costante, collegata ad una pompa di ricircolo (figura 2) o a un
recipiente di livellamento (figura 3). La microcolonna contiene un supporto
inerte tenuto fermo da un piccolo tampone di lana di vetro che serve anche
per filtrare le particelle. Il materiale di supporto puo essere costituito da
perline di vetro, farina fossile o altri materiali inerti.

La microcolonna di cui alla figura 1 ¢ adatta alla configurazione con la
pompa di ricircolo. E caratterizzata da uno spazio di testa pari ad almeno
cinque volte il volume di letto (eliminato all’inizio dell’esperimento) e il
volume di cinque campioni (eliminati dall’analisi nel corso dell’esperimento).
In alternativa, le dimensioni possono essere ridotte se ¢ possibile aggiungere
acqua nel corso dell’esperimento per sostituire i primi cinque volumi di letto,
scartati perché contenenti impuritd. La colonna ¢ collegata con giunti in
materiale inerte alla pompa di ricircolo, che consente una velocita di flusso
pari a circa 25 ml/h. La pompa di ricircolo puod essere, ad esempio, una
pompa peristaltica o a membrana. Occorre fare in modo che non ci sia
contaminazione e/o adsorbimento con il materiale del tubo.

La rappresentazione schematica di una configurazione con recipiente di li-
vellamento ¢ riportata nella figura 3. In questa configurazione la microco-
lonna ¢ munita di un rubinetto ad una via. Il collegamento con il recipiente
di livellamento consiste in un giunto di vetro smerigliato e un tubo in
materiale inerte. La velocita del flusso proveniente dal recipiente di livella-
mento deve essere pari a circa 25 ml/h.
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Figura 1

Dimensioni in mm

Connessione per giunto di vetro smerigliato
Spazio di testa

Diametro interno 5

Diametro esterno 19

Tampone di lana di vetro

mmg 0w

Rubinetto

Figura 2

>

T

Equilibrio atmosferico

Flussimetro

Microcolonna

Pompa di circolazione termocontrollata

Pompa di ricircolo

I

Valvola a due vie per il campionamento
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13.

14.

15.

Figura 3

o

Recipiente di livellamento (per esempio bottiglia da 2,5 litri)
Colonna

Collettore di frazione

Termostato

Tubo in teflon

Giunto in vetro smerigliato

6" moow

Tubi per ’acqua (tra il termostato e la colonna, diametro interno 8 mm
circa)

Circa 600 mg del materiale di supporto sono trasferiti in un matraccio da 50
ml. Una quantita adeguata della sostanza in esame ¢ sciolta in un solvente
volatile di purezza analitica e una quantita adeguata di questa soluzione
viene aggiunta al materiale di supporto. Il solvente ¢ completamente evapo-
rato, utilizzando ad esempio un evaporatore rotante, perché altrimenti non si
ottiene la saturazione dell’acqua del supporto nel corso della fase di eluizione
per via della partizione in superficie. Il materiale di supporto cosi impregnato
viene lasciato a bagno per due ore in 5 ml circa di acqua, e quindi la
sospensione viene versata nella microcolonna. Altrimenti, si puo versare il
materiale di supporto impregnato a secco nella microcolonna riempita di
acqua lasciando poi il tutto a riposo per due ore per raggiungere 1’equilibrio.

Il caricamento del materiale di supporto pud causare problemi, dando luogo a
risultati erronei, se la sostanza di prova si deposita sotto forma di olio.
Occorre valutare questi problemi e riportare i dettagli nella relazione.

Procedura con pompa di ricircolo

Si avvia il flusso attraverso la colonna. Si raccomanda di usare un flusso di
approssimativamente 25 ml/h (che corrisponde a 10 volte il volume di letto
della colonna descritta per ora). Per eliminare le impurita solubili in acqua, si
devono scartare almeno i primi cinque volumi di letto. Successivamente si
attiva la pompa fino al raggiungimento dell’equilibrio, che ¢ dimostrato da
cinque campioni successivi, le cui concentrazioni non differiscono tra loro
piu del + 30 % in una distribuzione casuale. Questi campionamenti devono
essere separati 1’uno dall’altro da intervalli di tempo corrispondenti almeno al
passaggio di un volume corrispondente a dieci volte il volume di letto della
colonna. In funzione del metodo analitico utilizzato, puo risultare preferibile
stabilire una curva concentrazione/tempo per evidenziare che ¢ stato rag-
giunto 1’equilibrio.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Procedura con recipiente di livellamento

Vanno prelevate ed analizzate con il metodo prescelto frazioni di eluato
successive. Per determinare la solubilita si utilizzano le frazioni provenienti
dalla fase centrale di eluizione, dove le concentrazioni sono costanti (con uno
scarto masso di £ 30 %) in almeno cinque frazioni consecutive.

L’eluente piu indicato ¢ ’acqua bidistillata, ma si puo utilizzare anche acqua
deionizzata, caratterizzata da una resistivita superiore a 10 megaohm/cm e un
tenore totale di carbonio organico inferiore a 0,01 %.

Nell’ambito di entrambe le procedure, ’operazione viene ripetuta una se-
conda volta dimezzando la velocita di flusso. Se i risultati delle due opera-
zioni concordano, la prova ¢ riuscita. Se la solubilita misurata ¢ superiore
con il flusso inferiore, occorre proseguire con il dimezzamento del flusso
fino a quando due serie successive non forniscano lo stesso valore di solu-
bilita.

Nell’ambito di entrambe le procedure, occorre esaminare le frazioni per
controllare la presenza di materiale colloidale mediante 1’esame dell’effetto
Tyndall. La presenza di particelle invalida la prova che deve essere ripetuta
dopo aver migliorato 1’azione filtrante della colonna.

Occorre misurare il pH di ogni campione, preferibilmente utilizzando cartine
indicatrici speciali.

Metodo del matraccio
Principio

La sostanza in esame (polverizzata, se solida) ¢ disciolta in acqua a una
temperatura leggermente superiore alla temperatura di prova. Quando viene
raggiunta la saturazione, la miscela viene raffreddata e mantenuta alla tem-
peratura di prova. In alternativa, la misurazione puo essere eseguita diretta-
mente alla temperatura di prova se, mediante un appropriato campionamento,
si ¢ sicuri di avere raggiunto 1’equilibrio di saturazione. Successivamente, si
determina mediante un metodo analitico adeguato la concentrazione massica
della sostanza in esame nella soluzione acquosa che non deve contenere
particelle indisciolte (3).

Apparecchiatura

Occorre il materiale seguente:

— normale strumentazione e vetreria da laboratorio,

— un apparecchio per I’agitazione delle soluzioni a temperatura costante
controllata,

— se necessario per le emulsioni, una centrifuga (preferibilmente termosta-
tata), e

— apparecchiatura analitica.

Procedura

Sulla base della prova preliminare viene valutata la quantita di sostanza
necessaria per saturare il volume di acqua stabilito. Una quantita di sostanza
pari a cinque volte la suddetta quantita viene pesata direttamente in tre
recipienti di vetro (per esempio, provette da centrifuga, matracci) provvisti
di tappi di vetro. In ciascun recipiente viene aggiunto un volume d’acqua,
scelto in funzione del metodo analitico e del «range» di solubilita. I reci-
pienti sono chiusi ermeticamente e poi agitati a 30 °C. Si deve utilizzare un
apparecchio di agitazione o di mescolamento che funzioni a temperatura
costante, per esempio un agitatore magnetico in un bagnomaria termostatato.
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

Dopo un giorno, uno dei recipienti viene equilibrato per 24 ore alla tempe-
ratura di prova, con agitazione saltuaria. Il contenuto del recipiente viene
successivamente centrifugato alla temperatura di prova, e viene misurata, con
un opportuno metodo analitico, la concentrazione della sostanza in esame
nella fase acquosa limpida. Gli altri due matracci vengono trattati in modo
analogo dopo un’equilibrazione iniziale a 30 °C per due e tre giorni, rispet-
tivamente. Se le concentrazioni misurate almeno negli ultimi due recipienti
non divergono di piu del 15 %, la prova ¢ riuscita. Se invece i risultati
relativi ai recipienti 1, 2 e 3 evidenziano una tendenza verso valori crescenti,
I’intera prova deve essere ripetuta utilizzando tempi di equilibrazione piu
lunghi.

La prova puo essere effettuata anche senza la preincubazione a 30 °C. Per
calcolare la velocita con cui si raggiunge ’equilibrio di saturazione, si pre-
levano dei campioni fino a quando il tempo di agitazione non influisce piu
sulle concentrazioni.

Occorre misurare il pH di ogni campione, preferibilmente utilizzando cartine
indicatrici speciali.

Determinazioni analitiche

Per queste determinazioni ¢ preferibile ricorrere a un metodo analitico spe-
cifico per la sostanza in esame, poiché piccole quantita di impurita solubili
possono causare grandi errori nella misura della solubilita. Esempi di metodi
sono: gascromatografia, cromatografia liquida, titolazione, fotometria e
voltammetria.

DATI E RELAZIONE
Dati
Metodo dell eluizione su colonna

Per ciascuna serie si deve calcolare il valore medio di almeno cinque cam-
pioni consecutivi, prelevati in corrispondenza del plateau di saturazione,
nonché la deviazione standard. I valori medi ottenuti in due prove con
velocita di flusso diverse non devono divergere di oltre il 30 %.

Metodo del matraccio

Occorre calcolare la media dei risultati ottenuti da ognuno dei tre matracci,
che tra loro non deve differire di piu del 15 %.

Relazione sulla prova
Metodo dell’eluizione su colonna

La relazione deve contenere le seguenti informazioni:
— risultati della prova preliminare,

— identitd chimica e impurita (tappa di purificazione preliminare, se del
caso),

— concentrazioni, flussi e pH individuali di ciascun campione,

— medie e deviazioni standard di almeno cinque campioni dal plateau di
saturazione per ciascuna serie,

— media di almeno due serie successive,

— temperatura dell’acqua durante il processo di saturazione,
— metodo di analisi utilizzato,

— natura del materiale di supporto,

— impregnazione del materiale di supporto,

— solvente utilizzato,

— indicazione di un’eventuale instabilita chimica della sostanza durante la
prova,

— tutte le informazioni attinenti all’interpretazione dei risultati, in partico-
lare per quanto riguarda le impurita e lo stato fisico della sostanza in
esame.
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Metodo del matraccio

30. La relazione deve contenere le seguenti informazioni:
— risultati della prova preliminare,

— identita chimica e impurita (tappa di purificazione preliminare, se del
caso),

— singole determinazioni analitiche e rispettivo valore medio nel caso sia
stato determinato piu di un valore per ciascun matraccio,

— pH di ciascun campione,

— media dei valori per vari matracci i cui risultati siano concordanti,
— temperatura di prova,

— metodo analitico,

— indicazione di un’eventuale instabilita chimica della sostanza durante la
prova,

— tutte le informazioni utili per ’interpretazione dei risultati, in particolare
per quanto riguarda le impurita e lo stato fisico della sostanza in esame.
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A8. COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A9. PUNTO D'INFIAMMABILITA

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A.10.  INFIAMMABILITA (SOLIDI)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per I’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A.ll.  INFIAMMABILITA (GAS)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per I’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A12. INFIAMMABILITA (CONTATTO CON L'ACQUA)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per I’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.13.

PROPRIETA PIROFORICHE DI SOLIDI E LIQUIDI

METODO
INTRODUZIONE

La procedura sperimentale puo essere applicata a sostanze solide o
liquide che, in piccole quantita, si accendano spontaneamente poco
tempo dopo essere venute in contatto con l'aria a temperatura am-
biente (circa 20 °C).

Questo metodo di prova non considera le sostanze che devono essere
esposte all'aria per ore o giorni a temperatura ambiente o a tempe-
rature elevate prima che si verifichi 1'accensione.

DEFINIZIONI E UNITA

Si considera che una sostanza presenti proprieta piroforiche se si
accende o carbonizza nelle condizioni descritte in 1.6.

Puo anche essere necessario controllare 1'autoinfiammabilita dei li-
quidi usando il metodo A.15 (Temperatura di autoaccensione liquidi
e gas).

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Non specificate.

PRINCIPIO DEL METODO

La sostanza solida o liquida viene aggiunta ad un veicolo inerte e
portata in contatto con aria a temperatura ambiente per un periodo di
S minuti. Se le sostanze liquide non si accendono, esse vengono
assorbite su carta da filtro ed esposte all'aria a temperatura ambiente
(circa 20 °C) per 5 minuti. Se un solido o un liquido si inflammano,
o se un liquido provoca l'accensione o la carbonizzazione della carta
da filtro, la sostanza ¢ considerata piroforica.

CRITERIO DI QUALITA

Ripetibilita: per motivi di sicurezza, un singolo risultato positivo ¢
sufficiente perché la sostanza sia considerata piroforica.

DESCRIZIONE DEL METODO DI PROVA
Apparecchiatura

Una capsula di porcellana del diametro di circa 10 cm viene riempita
con farina di diatomee per un'altezza di circa 5 mm a temperatura
ambiente (circa 20 °C).

Nota:

La farina di diatomee, o qualsiasi altra sostanza inerte paragonabile
facilmente reperibile, sara considerata rappresentativa di un suolo su
cui puo riversarsi, in caso di incidente, la sostanza in esame.

Per l'analisi di liquidi che non si accendono a contatto con l'aria
quando siano in contatto con un veicolo inerte, ¢ necessaria carta
da filtro asciutta.
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1.6.2.

2.2.

Esecuzione della prova
a) Solidi in polvere

Da 1 a2 cm?® della sostanza in polvere da esaminare vengono versati
da un'altezza di circa 1 m su una superficie non combustibile e si
osserva se la sostanza si inflamma durante la caduta o entro 5 minuti
dopo la caduta.

La prova viene eseguita fino a quando si verifica I'accensione, per un
massimo di 6 volte.

b) Liquidi

Circa 5 cm® del liquido in esame vengono versati nella capsula di
porcellana preparata e si osserva se la sostanza si inflamma entro 5
minuti.

Se nelle 6 prove non si verifica accensione, eseguire la prova
seguente:

un campione da 0,5 ml viene applicato mediante siringa su una carta
da filtro dentellata e si osserva se avviene l'accensione o la carbo-
nizzazione della carta da filtro entro 5 minuti dall'aggiunta del li-
quido. La prova viene eseguita fino a quando si verifica l'accensione
o la carbonizzazione, per un massimo di tre volte.

DATI
TRATTAMENTO DEI RISULTATI

La prova puod essere interrotta non appena si verifichi un risultato
positivo in una qualunque delle prove.

VALUTAZIONE

Se la sostanza si accende entro 5 minuti da quando viene aggiunta ad
un veicolo inerte ed esposta all'aria, oppure se una sostanza liquida
carbonizza o provoca l'accensione di una carta da filtro entro 5
minuti da quando ¢ stata aggiunta ed esposta all'aria, tale sostanza
viene considerata piroforica.

RELAZIONE

La relazione di prova deve, se possibile, includere le seguenti
informazioni:

— l'indicazione precisa della sostanza (identificazione e impurezze),
— 1 risultati delle prove,

— ogni ulteriore osservazione significativa ai fini dell'interpreta-
zione dei risultati.

BIBLIOGRAFIA

(1) NF T 20-039 (September 85). Chemical products for industrial
use. Determination of the spontaneous flammability of solids and
liquids.

(2) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test
and criteria, 1990, United Nations, New York.
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1.1.

1.2.

A.14. PROPRIETA ESPLOSIVE

METODO
INTRODUZIONE

Il metodo fornisce uno schema di prove per determinare se una
sostanza solida o pastosa presenti un pericolo di esplosione quando
viene sottoposta all'effetto di una fiamma (sensibilita termica) o ad
urti o sfregamenti (sensibilitd agli stimoli meccanici) e se una
sostanza liquida presenti un pericolo di esplosione quando viene
sottoposta all'effetto di una fiamma o di un urto.

Il metodo comprende tre parti:

a) una prova di sensibilita termica (1),

b) una prova di sensibilita meccanica relativa agli urti (1);

¢) una prova di sensibilita meccanica relativa allo sfregamento (1).

Il metodo fornisce dei dati per valutare la probabilita che certe
sollecitazioni comuni possano dar luogo ad una esplosione. Il me-
todo non ¢ previsto per stabilire se una sostanza sia in grado di
esplodere in qualsiasi condizione.

Il metodo ¢ appropriato per determinare se una sostanza presenti
un pericolo di esplosione (sensibilita termica e meccanica) nelle
particolari condizioni specificate nella direttiva. Questo metodo ¢
basato su un certo numero di tipi di apparecchi ampiamente usati a
livello internazionale (1) e che danno normalmente dei risultati
significativi. Si riconosce che il metodo non ¢ definitivo. Apparec-
chi alternativi a quelli specificati possono essere usati purché siano
internazionalmente riconosciuti e i risultati possano adeguatamente
venire correlati con quelli ricavabili dall'apparecchio specificato.

Non ¢ necessario eseguire le prove quando le informazioni termo-
dinamiche disponibili (ad esempio il calore di formazione, calore
di decomposizione) e/o l'assenza di certi gruppi reattivi (2) nella
formula di struttura permettano di stabilire al di 1a di ogni ragio-
nevole dubbio che la sostanza non ¢ soggetta a rapida decompo-
sizione con sviluppo di gas o liberazione di calore (cioé che il
materiale non presenta alcun rischio di esplosione). Per i liquidi
non ¢ richiesto un saggio di sensibilita allo sfregamento.

DEFINIZIONI E UNITA

Esplosivi:

Sostanze che possono esplodere sotto l'effetto di una fiamma o che
sono sensibili agli urti o all'attrito nell'apparecchiatura specificata
(o che presentano una sensibilitd meccanica maggiore dell’1,3-di-
nitrobenzene in un apparecchio alternativo).

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

1,3-dinitrobenzene tecnico cristallino passante un setaccio da 0,5
mm per il metodo dello sfregamento e dell'urto.

Peridro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX, esogeno, ciclonite —
CAS 121-82-4), ricristallizzata da cicloesanone acquoso, setacciata
a umido attraverso un setaccio da 250 pm e trattenuta su un
setaccio da 150 um, essiccata a 103 + 2 °C (per 4 ore) per la
seconda serie di prove di sfregamento e urto.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

L.5.

1.6.
1.6.1.
1.6.1.1.

PRINCIPIO DEL METODO

Per stabilire le condizioni di sicurezza per l'esecuzione delle tre
prove di sensibilita sono necessarie delle prove preliminari.

Prove di sicurezza di manipolazione (3)

Per ragioni di sicurezza, prima di eseguire le prove principali
campioni molto piccoli (circa 10 mg) della sostanza vengono sot-
toposti a riscaldamento senza restrizioni fisiche in una fiamma
gassosa, ad urti in qualunque tipo di apparecchio adatto e allo
sfregamento con l'impiego di un mazzuolo contro un incudine o
qualsiasi altro tipo di macchina che produca attrito. Obiettivo della
prova ¢ di stabilire se la sostanza sia sensibile ed esplosiva in
misura tale che le prove di sensibilita prescritte, in particolare
quella della sensibilita termica, debbano essere eseguite con pre-
cauzioni particolari per evitare danni all'operatore.

Sensibilita termica

Il metodo prevede di riscaldare la sostanza in un tubo d'acciaio
chiuso con piastre forate di differente diametro del foro per deter-
minare se la sostanza tenda ad esplodere nelle condizioni di intensa
sollecitazione termica e delimitazione spaziale definita.

Sensibilita meccanica (urti)

Il metodo prevede di sottoporre la sostanza all'urto di una massa
specificata lasciata cadere da un'altezza specificata.

Sensibilita meccanica (sfregamento)

11 metodo prevede di sottoporre le sostanze solide o pastose ad
attrito tra superfici standard in condizioni specificate di carico e
movimento relativo.

CRITERI DI QUALITA

Non stabiliti.

DESCRIZIONE DEL METODO
Sensibilita termica (effetto di una fiamma)
Apparecchiatura

L'apparecchiatura ¢ costituita da un tubo d'acciaio non riutilizzabile
con il suo dispositivo di chiusura riutilizzabile (figura 1), installato
in un dispositivo di riscaldamento e protezione. Ciascun tubo ¢
ottenuto per imbutitura da una lamiera d'acciaio (vedi appendice) e
presenta un diametro interno di 24 mm, una lunghezza di 75 mm e
uno spessore delle pareti di 0,5 mm. I tubi sono flangiati all'estre-
mita aperta per permetterne la chiusura mediante la piastra forata.
Questa ¢ costituita da una piastra forata resistente alle alte pres-
sioni, dotata di un foro centrale, saldamente fissata ad un tubo con
un giunto a vite a due parti (dado e collare filettato). Il dado e il
collare filettato sono in acciaio al cromo-manganese (vedi appen-
dice) che non genera scintille fino a 800 °C. Le piastre forate
hanno uno spessore di 6 mm, sono in acciaio resistente al calore
(vedi appendice) e sono disponibili con aperture di vario diametro.
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1.6.1.2.

1.6.1.3.

Condizioni di prova

Normalmente la sostanza viene controllata cosi come fornita, ben-
ché in certi casi, ad esempio se ¢ pressata, colata o altrimenti
condensata, possa essere necessario triturarla prima di esaminarla.

Per i solidi, la massa di materiale da usarsi in ciascuna prova viene
determinata secondo un procedimento a secco in due stadi. Un
tubo tarato viene riempito con 9 cm® di sostanza e la sostanza
viene compattata con una forza di 80 N applicata alla
sezione trasversale totale del tubo. Per ragioni di sicurezza o nei
casi in cui la forma fisica del campione possa essere modificata per
compressione, si possono usare differenti procedure di riempi-
mento; ad esempio, se la sostanza ¢ molto sensibile all'attrito la
pigiatura non ¢ appropriata. Se il materiale ¢ comprimibile, se ne
aggiunge dell'altro e lo si pigia fino a che il tubo ¢ riempito fino a
55 mm dal bordo. Si determina la massa totale usata per riempire
il tubo fino al livello di 55 mm e se ne aggiungono due ulteriori
aliquote, pigiata ciascuna con una forza di 80 N. Poi, secondo le
necessita, si aggiunge ulteriore materiale pigiandolo oppure lo si
toglie per lasciare il rubo riempito fino a 15 mm dal bordo. Si
esegue una seconda prova a secco partendo con una quantitd pi-
giata pari a un terzo della massa totale trovata nella prima prova a
secco. Si aggiungono altre due di queste aliquote pigiandole a 80
N e il livello della sostanza nel tubo viene regolato a 15 mm dal
bordo mediante 'aggiunta o la sottrazione di materiale secondo le
necessitd. La quantita di solido usata in ciascuna prova ¢ quella
determinata nella seconda prova a secco; il riempimento viene
eseguito in tre quantitd uguali, compresse ciascuna a 9 cm® con
la forza necessaria, qualunque essa sia. (Cio puo essere facilitato
mediante I'uso di anelli distanziatori.)

I liquidi e i gel sono caricati nel tubo fino ad un'altezza di 60 mm
ponendo particolare attenzione con i gel per impedire la forma-
zione di vuoti. Il collare filettato viene fatto scivolare sul tubo dal
basso, si inserisce 'appropriato piatto forato e si serra il dado dopo
aver applicato un po' di lubrificante a base di disolfuro di molib-
deno. E essenziale controllare che non vi sia sostanza intrappolata
tra la flangia e la piastra né nella filettatura.

Per il riscaldamento si utilizza propano prelevato da una bombola
industriale dotata di regolatore di pressione (60-70 mbar), passan-
dolo attraverso un manometro e distribuendolo in modo uniforme
(come indicato dall'osservazione visiva delle fiamme uscenti dai
bruciatori) a 4 bruciatori mediante un collettore. I bruciatori sono
disposti intorno alla camera di prova come mostrato in figura 1. I
quattro bruciatori hanno un consumo totale di circa 3,2 litri di
propano al minuto. E possibile usare gas combustibili e bruciatori
alternativi, ma la velocita di riscaldamento deve essere quella spe-
cificata in figura 3. Per tutte le apparecchiature, si deve controllare
periodicamente la velocita di riscaldamento con I'uso di tubi riem-
piti di dibutilftalato, come indicato in figura 3.

Esecuzione delle prove

Ciascuna prova viene eseguita fino a quando il tubo si frammenta
o ¢ stato riscaldato per 5 minuti. Una prova che dia come risultato
la frammentazione del tubo in tre o piu pezzi, che in alcuni casi
possono essere collegati uno all'altro da sottili strisce di metallo
come ¢ illustrato in figura 2, viene valutata come esplosione. Se
una prova da come risultato un minor numero di frammenti o
nessuna frammentazione, si considera che non abbia dato luogo
ad esplosione.
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1.6.1.4.

1.6.2.
1.6.2.1.

1.6.2.2.

Si esegue inizialmente una serie di tre prove con una piastra con
orificio da 6,0 mm di diametro e, se non si ottengono esplosioni, si
esegue una seconda serie di tre prove con una piastra avente un
orificio del diametro di 2,0 mm. Se avviene un'esplosione durante
una delle serie di prova non sono necessarie prove ulteriori.

Valutazione

II risultato della prova ¢ considerato positivo se si verifica
un'esplosione in una delle serie di prove sopra descritte.

Sensibilita meccanica (urti)
Apparecchiatura (figura 4)

Le parti essenziali di una tipica apparecchiatura a martello cadente
sono un blocco d'acciaio fuso con base, incudine, colonna, guide,
pesi cadenti, dispositivo di rilascio e porta campione. L'incudine
d'acciaio da 100 mm di diametro per 70 mm di altezza ¢ avvitata
su un blocco d'acciaio da 230 mm di lunghezza per 250 mm di
larghezza per 200 mm d'altezza con una base fusa da 450 mm di
lunghezza per 450 mm di larghezza per 60 mm d'altezza. Sul retro
del blocco d'acciaio € avvitato un sostegno nel quale ¢ fissata una
colonna in tubo d'acciaio trafilato senza saldatura. Quattro viti
ancorano l'apparecchio ad un blocco massiccio di cemento da 60
x 60 x 60 cm in modo che le guide siano assolutamente verticali e
il peso cadente possa cadere liberamente. Per 1'uso sono disponibili
pesi di acciaio massiccio da 5 e 10 kg. La testa di impatto dei pesi
¢ di acciaio temprato da 60 a 63 HRC e presenta un diametro
minimo di 25 mm.

Il campione da esaminare viene posto in un dispositivo per prove
d'urto costituito da due cilindri massicci d'acciaio coassiali e so-
vrapposti in un cilindro cavo d'acciaio che funge da guida. I cilin-
dri d'acciaio massiccio devono avere un diametro di 10 (- 0,003, -
0,005) mm e un'altezza di 10 mm e superfici levigate, spigoli
arrotondati (raggio di curvatura 0,5 mm) e una durezza HRC da
58 a 65. 1l cilindro cavo deve avere un diametro esterno di 16 mm,
un foro levigato di 10 (+ 0,005, + 0,010) mm e un'altezza di 13
mm. Il dispositivo per le prove d'urto ¢ montato su un'incudine
intermedia d'acciaio (diametro 26 mm, altezza 26 mm) e centrato
mediante un anello con fori di sfogo dei fumi.

Condizioni sperimentali

11 volume del campione dovrebbe essere di 40 mm®>, o un volume
adatto per eventuali apparecchi alternativi. Le sostanze solide do-
vrebbero essere provate allo stato secco e preparate come segue:

a) le sostanze in polvere sono setacciate (maglie da 0,5 mm); per
le prove si usa tutto il materiale passato attraverso il setaccio;

b) le sostanze pressate, fuse o altrimenti condensate vengono rotte
in pezzettini e setacciate. Per le prove si usa la frazione di
setacciatura compresa tra 0,5 ¢ 1 mm di diametro, e questa
deve essere rappresentativa della sostanza originale.

Le sostanze che si presentano normalmente sotto forma di pasta
dovrebbero essere saggiate per quanto possibile alla stato secco o
comunque dopo aver rimosso la maggior quantitd possibile di
diluente.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.
1.6.3.1.

1.6.3.2.

Esecuzione delle prove

Si esegue una serie di 6 prove lasciando cadere la massa di 10 kg
da 0,40 m (40 J). Se durante le sei prove a 40 J si ottiene
un'esplosione, si deve eseguire una serie ulteriore di 6 prove la-
sciando cadere una massa di 5 kg da 0,15 m (7,5 J). In altri
apparecchi, il campione viene confrontato con la sostanza di rife-
rimento scelta usando una procedura di provata validita (ad esem-
pio tecnica «su e giuy, ecc.).

Valutazione

Il risultato della prova viene considerato positivo se si verifica
un'esplosione (l'accensione violenta e/o un colpo sono equivalenti
a un'esplosione) almeno una volta in qualsiasi delle prove con
l'apparecchio per prove d'urto specificato oppure se il campione
¢ piu sensibile dello 1,3-dinitrobenzene o della RDX in una prova
d'urto alternativa.

Sensibilita meccanica (attrito)
Apparecchiatura (figura 5)

L'apparecchiatura per le prove d'attrito ¢ costituita da una piastra
di base d'acciaio fuso sulla quale ¢ montato il dispositivo di sfre-
gamento, costituito da una barra fissa di porcellana con una piastra
mobile di porcellana. La piastra di porcellana ¢ tenuta in una slitta
che corre su due guide. La slitta ¢ collegata ad un motore elettrico
mediante un'asta di collegamento, un eccentrico e una trasmissione
adatta perché la piastra di porcellana venga spostata, una sola
volta, avanti e indietro sotto la barra di porcellana per un tratto
di 10 mm. La barra di porcellana puo essere sottoposta ad un
carico per esempio di 120 o 360 newton.

Le piastre di porcellana piatte sono fatte di porcellana tecnica
bianca (ruvidita da 9 a 32 pm) e hanno le seguenti dimensioni:
25 mm di lunghezza x 25 mm di larghezza x 5 mm di altezza. La
barra cilindrica di porcellana ¢ fatta anch'essa di porcellana bianca
tecnica ed ha una lunghezza di 15 mm, un diametro di 10 mm e
superfici terminali sferiche irruvidite con un raggio di curvatura di
10 mm.

Condizioni sperimentali

1l volume del campione dovrebbe essere di 10 mm® o un volume
adatto ad eventuale apparecchio alternativo.

Le sostanze solide sono controllate allo stato secco e preparate
come segue:

a) le sostanze in polvere sono setacciate (maglie da 0,5 mm); per
la prova si utilizza tutto il materiale passato attraverso il
setaccio;

b) le sostanze pressate, fuse o altrimenti condensate vengono rotte
in pezzettini e setacciate. La frazione di setacciatura < 0,5 mm
viene usata per le prove.

Le sostanze che si presentano normalmente sotto forma di pasta
devono essere provate per quanto possibile allo stato secco. Se la
sostanza non puo essere preparata allo stato secco, la pasta (dopo
rimozione della maggior quantita possibile di diluente) viene pro-
vata in forma di una pellicola da 0,5 mm di spessore, 2 mm di
larghezza ¢ 10 mm di lunghezza preparata con un attrezzo
opportuno.
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1.6.3.3.

1.6.3.4.

Esecuzione delle prove

La base di porcellana viene portata sul campione in esame e si
applica il peso. Durante l'esecuzione della prova, la struttura spu-
gnosa superficiale della piastra di porcellana deve giacere trasver-
salmente rispetto alla direzione di movimento. Bisogna fare atten-
zione che la barra sia appoggiata sul campione, che vi sia una
quantita sufficiente di materiale in esame sotto alla barra e inoltre
che la piastra si muova correttamente sotto la barra. Per le sostanze
pastose si usa un calibro dello spessore di 0,5 mm con una fessura
da 2 x 10 mm per applicare la sostanza alla piastra. La piastra di
porcellana deve muoversi 10 mm avanti e indietro sotto alla barra
di porcellana in un tempo di 0,44 secondi. Ciascuna parte della
superficie della piastra e della barra deve essere usata una sola
volta; le due estremita di ciascuna barra serviranno per due prove e
le due superfici di una piastra serviranno ciascuna per tre prove.

Si esegue una serie di sei prove con un carico di 360 N. Se in
queste sei prove si ottiene un evento positivo, si deve eseguire
un'ulteriore serie di sei prove con un carico di 120 N. In altri
apparecchi, il campione viene confrontato con la sostanza di rife-
rimento scelta usando una procedura di provata validita (ad esem-
pio tecnica «su e giuy, ecc.).

Valutazione

Il risultato della prova viene considerato positivo se si verifica
un'esplosione (crepitio e/o una accensione violenta o una fiammata
sono equivalenti ad un'esplosione) almeno una volta in una qua-
lunque delle prove con l'apparecchio di attrito specificato o se
soddisfa i criteri equivalenti in una prova di attrito alternativa.

DATI

In linea di principio, si considera che una sostanza presenti un
pericolo di esplosione ai sensi della direttiva se si ottiene un
risultato positivo nella prova di sensibilita termica, agli urti o
all'attrito.

RELAZIONE
RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione di prova deve, se possibile, includere le seguenti
informazioni:

— identita, composizione, purezza, umidita e cosi via della so-
stanza esaminata,

— la forma fisica del campione e se esso sia 0 no stato macinato,
triturato e/o setacciato,

— osservazioni effettuate durante le prove di sensibilita termica
(ad esempio massa del campione, numero di frammenti),

— osservazioni eseguite durante le prove di sensibilita meccanica
(ad esempio la formazione di quantita considerevoli di fumo o
la decomposizione completa senza accensione violenta,
fiamme, scintille, crepitii, ecc.),

— risultati di ciascun tipo di prova,

— se ¢ stato usato un apparecchio alternativo, bisogna fornire una
giustificazione scientifica e una prova della correlazione tra i
risultati ottenuti con l'apparecchio specificato e quelli ottenuti
con l'apparecchio equivalente,
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3.2

— qualsiasi commento utile, come riferimenti a prove con pro-
dotti simili, che possono essere significativi per una corretta
interpretazione dei risultati,

— tutte le osservazioni addizionali significative per l'interpreta-
zione dei risultati.

INTERPRETAZIONE E VALUTAZIONE DEI RISULTATI

La relazione di prova deve citare gli eventuali risultati considerati
falsi, anormali o non rappresentativi. Se qualcuno dei risultati deve
essere scartato, deve essere fornita una spiegazione e i risultati di
prove alternative o complementari. I risultati anormali, salvo che
essi possano venire spiegati, devono essere accettati con i valori
sperimentali e usati per classificare conformemente la sostanza.
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Appendice

Esempi di specifiche dei materiali per la prova di sensibilita termica (vedi

(1) Tubo: specifica materiali numero 1.0336.505 g

DIN 1623)

(2) Piastra forata: specifica materiali numero 1.4873

(3) Collare filettato e dado: specifica materiali numero 1.3817

Figura 1

Apparecchio per la prova della sensibilita termica

(quote espresse in millimetri)

- 35:1,5

13460 |

Figura 1a Tubo d’acciaio e accessori

(1
(1a)
()
@)
(4)
(5)
(6)

tubo

flangia esterna

collare filettato: filetto a basso attrito
piastra forata, diametro a = 2,0 0 6,0 mm
dado diametro b = 10 mm

superficie smussata

2 facce per chiave n. 41

1
10 i
<
® = 140x 140 —

Figura 1b Dispositivo di riscaldamento e
protezione

(7) due facce per chiave numero 36

(8) scatola resistente alle schegge

(9) due aste di supporto per il tubo

(10) tubo assemblato

(11) posizione del bruciatore posteriore; gli altri
bruciatori sono visibili
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Figura 2

Prova di sensibilita termica

(esempi di frammentazione)

Esploso Esploso

Esploso Esploso
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Figura 3

Taratura della velocita di riscaldamento per la prova di sensibilita termica
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Curva temperatura/tempo ottenuta riscaldando dibutilftalato (27 cm® in un tubo
chiuso (piastra forata da 1,5 mm) con propano ad una portata di 3,2 litri al
minuto. La temperatura viene misurata con una termocoppia cromel/alumel con
guaina d'acciaio inossidabile del diametro di 1 mm disposta centralmente 43 mm
al di sotto del bordo del tubo. La velocita di riscaldamento tra 135 °C e 285 °C
deve essere compresa tra 185 e 215 K/min.
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Figura 4

Apparecchio per le prove d'urto

(quote espresse in millimetri)

\ g\
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Figura 4a Martello cadente, vista generale Figura 4b Martello cadente, parte
frontale e laterale inferiore
(1) base, 450 x 450 x 60 (8) scala graduata
(2) blocco d'acciaio, 230 x 250 x 200 (9) martello cadente (massa cadente)
(3) incudine, diametro 100 x 70 (10) dispositivo di ritenzione e liberazione
(
(

(4) colonna 11) piastra di posizionamento

(5) traversa mediana 12) incudine intermedia (sostituibile)
(6) due guide diametro 26 x 26

(7) cremagliera (13) anello di posizionamento con orifici

(14) dispositivo d’urto
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Figura 4

(segue)
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Figura 4c Dispositivo d'urto per sostanze ~ Figura 4d Dispositivo d'urto per sostanze
in polvere o in pasta liquide

(1) cilindri d’acciaio [—101@“' ®

(2) anello di guida per i cilindri d’acciaio | N A /

(3) anello di posizionamento con orifici L i Iﬁi’__ ®

(a) sezione verticale 1= 1Ll

(b) pianta
(4) anello di gomma
(5) sostanza liquida (40 mm?®)
(6) spazio libero sopra al liquido

— @

1

Figura 4e Martello (massa di caduta di 5 kg)

(1) giunto di sospensione
(2) indicatore d’altezza

(3) solco di posizionamento
(4) testa d'urto cilindrica

(5) dente d’arresto
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Figura 5

Apparecchio per la sensibilita all'attrito

g / @
(0] I I 7T 1 13
\[j —ger——o
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Figura 5a Apparecchio di sfregamento: vista in Figura 5b Posizione di partenza della
elevazione e in pianta barra sul campione
(1) base d’acciaio (6) supporto della barra
(2) carrello mobile (7) braccio di armatura
(3) piastra di porcellana, 25 x 25 x 5 mm, portata sul (8) contrappeso
carrello (9) interruttore

(4) barra di porcellana fissa, diametro 10 x 15 mm (10) ruota per regolare il carrello nella
(5) campione in esame, approssimativamente 10 mm 3 posizione di partenza

(11) direzione verso il motore elettrico



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 76

A.15. TEMPERATURA DI AUTOACCENSIONE (LIQUIDI E GAS)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per I’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A.16. TEMPERATURA DI AUTOACCENSIONE RELATIVA DEI
SOLIDI

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A.17.  PROPRIETA OSSIDANTI (SOLIDI)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per I’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A.18.

PESO MOLECOLARE MEDIO NUMERICO E
DISTRIBUZIONE DEL PESO MOLECOLARE DI
POLIMERI

METODO

Il presente metodo cromatografico a permeazione di gel corrisponde
al metodo OCSE TG 118 (1996). I principi fondamentali e ulteriori
informazioni tecniche sono riportati nel riferimento bibliografico (1).

INTRODUZIONE

Data la varieta delle proprieta dei polimeri, ¢ impossibile descrivere
un singolo metodo che definisca con precisione condizioni di sepa-
razione e di valutazione tali da coprire tutte le particolarita e speci-
ficita che si incontrano nella separazione di polimeri. In particolare,
sistemi di polimeri complessi spesso non sono adatti alla cromato-
grafia a permeazione di gel (GPC). Quando non si puo ricorrere alla
GPC, il peso molecolare puod venire determinato mediante altri me-
todi (vedi allegato). In tali casi, fornire ampi dettagli e la motiva-
zione del metodo usato.

Il metodo descritto ¢ basato sulla norma DIN 55672 (1), nella quale
si trovano informazioni dettagliate su come eseguire gli esperimenti
e valutare i dati. Nel caso siano necessarie modifiche delle condi-
zioni sperimentali, queste modifiche devono essere motivate. Si pos-
sono usare altre norme purché fornite con riferimenti completi. I
metodo descritto ricorre a campioni di polistirene di polidispersita
nota per la taratura e puo richiedere modifiche per adeguarlo a certi
polimeri, per esempio polimeri solubili in acqua e ramificati a catena
lunga.

DEFINIZIONE E UNITA

I1 peso molecolare medio numerico M,, e il peso molecolare medio
ponderale M,, vengono determinati con le seguenti equazioni.

n

ZHi iI'LXMi
_ =

i=1
M, = 5—— My, .

Z Hi/M; S

i=l

in cui

H; ¢ il livello del segnale del rivelatore relativo alla linea di base per
il volume di ritenzione V;,

M; ¢ il peso molecolare della frazione di polimero in corrispondenza
del volume di ritenzione V;, e

n ¢ il numero di punti.

L'ampiezza della distribuzione del peso molecolare, che ¢ una mi-
sura della dispersita del sistema, ¢ data dal rapporto M,,/M,,.
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1.3.

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Poiché la GPC ¢ un metodo relativo, & necessaria una taratura. A
questo scopo vengono di norma utilizzati standard di polistirene a
struttura lineare con pesi molecolari medi M, e M,, noti e distribu-
zione nota del peso molecolare. La curva di taratura puo venire usata
nella determinazione del peso molecolare del campione sconosciuto
solo se le condizioni scelte per la separazione del campione e degli
standard sono identiche.

Una determinata relazione tra il peso molecolare e il volume di
eluizione ¢ valida solo nelle specifiche condizioni del particolare
esperimento. Queste condizioni includono soprattutto la temperatura,
il solvente (o miscele di solventi), le condizioni cromatografiche e la
colonna e il sistema di colonne di separazione.

I pesi molecolari del campione determinati in questo modo sono
valori relativi e sono descritti come «pesi molecolari equivalenti in
polistirene». Questo significa che, secondo le differenze strutturali e
chimiche tra il campione e gli standard, i pesi molecolari possono
deviare dai valori assoluti in misura piu o meno grande. Se si usano
altri standard, per esempio polietilenglicole, polietilenossido,
poli-metil-metacrilato, acido poliacrilico, indicarne la ragione.

PRINCIPIO DEL METODO DI ANALISI

Utilizzando la GPC, si possono determinare sia la distribuzione del
peso molecolare del campione che i pesi molecolari medi (M,,, My,).
La GPC ¢ un particolare tipo di cromatografia liquida in cui il
campione viene separato in base ai volumi idrodinamici dei singoli
costituenti (2).

La separazione viene effettuata mentre il campione passa attraverso
una colonna riempita di un materiale poroso, tipicamente un gel
organico. Le molecole piccole possono penetrare nei pori, mentre
le molecole grandi ne sono escluse. Il percorso delle molecole grandi
¢ pertanto piu breve e queste vengono eluite per prime. Le molecole
di medie dimensioni penetrano in alcuni dei pori e vengono eluite
piu tardi. Le molecole piu piccole, con un raggio idrodinamico piu
piccolo dei pori del gel, possono penetrare in tutti i pori. Queste
vengono eluite per ultime.

In una situazione ideale, la separazione ¢ determinata unicamente
dalla dimensione delle specie molecolari, ma in pratica ¢ difficile
evitare l'interferenza di almeno qualche effetto di assorbimento. Un
riempimento disuniforme della colonna e volumi morti possono peg-
giorare la situazione (2).

La rivelazione viene effettuata per esempio mediante l'indice di dif-
frazione o l'assorbimento nell'UV e fornisce una curva di distribu-
zione semplice. Tuttavia, per attribuire valori effettivi di peso mole-
colare alla curva, ¢ necessario tarare la colonna facendo passare
attraverso di essa polimeri di peso molecolare noto, possibilmente
anche di struttura approssimativamente simile, per esempio vari stan-
dard di polistirene. Tipicamente si ottiene una curva gaussiana, tal-
volta distorta con una piccola coda verso il lato dei pesi molecolari
bassi, in cui l'asse verticale indica la quantita in peso delle specie di
vario peso molecolare eluite e l'asse orizzontale indica il logaritmo
del peso molecolare.
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1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

CRITERI DI QUALITA

La ripetibilita (deviazione standard relativa — Relative Standard
Deviation: RSD) de! volume di eluizione dovrebbe essere migliore
dello 0,3 %. Se un cromatogramma viene valutato in funzione del
tempo e non corrisponde al criterio succitato, la ripetibilita di analisi
richiesta deve essere garantita mediante correzione attraverso uno
standard interno (1). Le polidispersita dipendono dal peso moleco-
lare degli standard. Nel caso degli standard di polistirene valori ti-
pici sono:

M, < 2000 My/M, < 1,20
2000 < M, < 10° M./M, < 1,05
M, > 10° M,/M, < 1,20

(M, ¢ il peso molecolare dello standard in corrispondenza del mas-
simo del picco)

DESCRIZIONE DEL METODO DI ANALISI
Preparazione delle soluzioni di polistirene standard

Gli standard di polistirene vengono sciolti mediante accurata misce-
lazione nell'eluente scelto. Nella preparazione delle soluzioni tener
conto delle raccomandazioni del produttore.

La scelta delle concentrazioni degli standard dipende da vari fattori,
per esempio il volume di iniezione, la viscosita della soluzione e la
sensibilita del rivelatore analitico. Il volume massimo di iniezione
deve essere adeguato alla lunghezza della colonna allo scopo di
evitare un sovraccarico. Volumi di iniezione tipici per separazioni
analitiche con la GPC su una colonna da 30 cm x 7,8 mm sono
normalmente compresi tra 40 e 100 pl. Sono possibili volumi pit
elevati, ma non devono superare i 250 ul. Il rapporto ottimale tra il
volume di iniezione e la concentrazione va determinato prima del-
l'effettiva taratura della colonna.

Preparazione della soluzione campione

In linea di principio, per la preparazione delle soluzioni campione
valgono gli stessi requisiti. I1 campione viene sciolto in un solvente
adatto, per esempio, tetraidrofurano (THF), mediante un accurato
sbattimento. In nessun caso deve essere sciolto utilizzando un bagno
ad ultrasuoni. Se necessario, la soluzione campione viene purificata
su un filtro a membrana con dimensione dei pori compresa tra 0,2 ¢
2 pm.

Nella relazione finale deve essere registrata I'eventuale presenza di
particelle indisciolte perché queste possono essere dovute a specie di
peso molecolare elevato. Usare un metodo appropriato per determi-
nare la percentuale in peso delle particelle indisciolte. Utilizzare le
soluzioni entro 24 ore.

Apparecchiature

— serbatoio del solvente,

— degasatore (se del caso),

— pompa,
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1.6.4.

1.6.5.

1.6.6.

— ammortizzatore di pulsazioni (se del caso),
— sistema di iniezione,

— colonne per cromatografia,

— rivelatore,

— flussimetro (se del caso),

— registratore-elaboratore dati,

— recipiente di scarico.

Assicurarsi che il sistema GPC sia inerte rispetto ai solventi utilizzati
(p. es. mediante 'uso di capillari d'acciaio se come solvente si usa il
THF).

Sistema di iniezione e di erogazione del solvente

Caricare nella colonna un volume definito della soluzione campione
utilizzando un autocampionatore oppure manualmente in una zona
nettamente definita. Nel caso di una operazione manuale, se lo stan-
tuffo della siringa viene tirato o spinto troppo rapidamente la di-
stribuzione dei pesi molecolari osservata puo variare. Nei limiti del
possibile il sistema di erogazione del solvente deve essere esente da
pulsazioni e l'ideale sarebbe che vi fosse incorporato un attenuatore
delle pulsazioni. La portata ¢ dell'ordine di 1 ml/min.

Colonna

Secondo il campione, il polimero viene caratterizzato utilizzando una
colonna semplice o piu colonne collegate in serie. In commercio
sono disponibili vari materiali porosi per colonne con proprieta (p.
es. dimensione dei pori, limiti di esclusione) definite. La scelta del
gel di separazione o della lunghezza della colonna dipende sia dalle
proprieta del campione (volumi idrodinamici, distribuzione dei pesi
molecolari) che dalle specifiche condizioni di separazione come il
solvente, la temperatura e la portata (1) (2) (3).

Piatti teorici

La colonna o la combinazione di colonne utilizzata per la separa-
zione deve essere caratterizzata mediante il numero di piatti teorici.
Questo, nel caso venga utilizzato il THF come solvente di eluizione,
implica di caricare una soluzione di etilbenzene o altro adatto soluto
apolare su una colonna di lunghezza nota. Il numero di piatti teorici
¢ dato dall'equazione seguente:

2 2
N = 5,54 Ve o N=16 Ve
W]/z W

in cui

N e = il numero di piatti teorici

V. ¢ = il volume di eluizione al massimo del picco
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1.6.7.

1.6.8.

1.6.9.

W ¢ = la larghezza del picco alla linea di base
Wi, ¢ = la larghezza del picco a mezza altezza.

Efficienza di separazione

Oltre al numero di piatti teorici, che ¢ una quantita che determina
I'ampiezza della banda, ¢ importante anche l'efficienza di separa-
zione, che ¢ determinata dalla rapidita della curva di taratura. L'ef-
ficienza di separazione di una colonna si ottiene dalla seguente
relazione:

Vc.MX - Ve‘(IOMX) > 6.0 [ﬁ:|

in cui

Vemx € = il volume di eluizione per polistirene di peso molecolare
M

Veaom,) = ¢ il volume di eluizione per polistirene di peso moleco-
lare dieci volte maggiore.

La risoluzione del sistema ¢ definita in generale come segue:

Vel - Ve2 1
W+ W, logio(M2/M;)

R])z =2 x

in cui,

Vei, Veo = sono i volumi di eluizione dei due standard di polisti-
rene al massimo del picco

Wi, W, = sono le larghezze del picco alla linea di base

M;, M,, = sono i pesi molecolari al massimo del picco (dovreb-
bero differire di un fattore 10)

I1 valore di R del sistema di colonne deve essere maggiore di 1,7 (4).

Solventi

Tutti i solventi devono essere di purezza elevata (per il THF si
utilizza una purezza del 99,5 %). Il serbatoio del solvente (se neces-
sario sotto atmosfera di gas inerte) deve essere sufficientemente
grande per la taratura della colonna e per l'analisi di parecchi cam-
pioni. Degasare il solvente prima di trasportarlo alla colonna me-
diante la pompa.

Controllo della temperatura

La temperatura dei componenti interni critici (ansa di iniezione,
colonne, rivelatore e tubature) deve essere costante e coerente con
il solvente scelto.
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1.6.10.

2.2.

2.2.1.

Rivelatore

La funzione del rivelatore ¢ di registrare quantitativamente la con-
centrazione del campione eluito dalla colonna. Per evitare un inutile
allargamento dei picchi, il volume della cuvetta della celia del rive-
latore deve essere il piu piccolo possibile. Salvo per rivelatori a
diffrazione della luce e rivelatori di viscosita, questo volume non
deve superare i 10 pl. Il metodo di solito utilizzato per la rivelazione
¢ la rifrattometria differenziale. Tuttavia, se richiesto dalle proprieta
specifiche del campione o del solvente di eluizione, si possono
utilizzare altri tipi di rivelatori, per esempio UV/VIS, IR, rivelatori
viscosimetrici, ecc.

DATI E RELAZIONE
DATI

Fare riferimento alla norma DIN (1) per i criteri di valutazione
dettagliati e per i requisiti di raccolta ed elaborazione dei dati.

Per ciascun campione eseguire due esperimenti indipendenti, che
dovranno venire analizzati singolarmente.

Per ogni misura si devono ottenere i valori di M,,, My,, M,/M,, e M,,.
E necessario indicare esplicitamente che i valori misurati sono valori
relativi equivalenti al peso molecolare dello standard usato.

Dopo la determinazione dei volumi di ritenzione o dei tempi di
ritenzione (possibilmente corretti usando uno standard interno), i
valori di log M, (M, sono i massimi dei picchi dello standard di
taratura) vengono riportati contro una delle suddette quantita. Per
ogni decade di peso molecolare sono necessari almeno due punti
di taratura e per la curva totale sono richiesti almeno cinque punti
di misura, che devono coprire il peso molecolare stimato del cam-
pione. L'estremita della curva di taratura corrispondente al basso
peso molecolare ¢ definita da n-esilbenzene o altro soluto apolare
adatto. I pesi molecolari medi numerico e ponderale vengono in
generale determinati mediante sistemi elettronici di elaborazione
dati sulla base delle formule riportate nella sezione 1.2. Se si utilizza
una digitalizzazione manuale, si pud consultare il metodo ASTM D
3536-91 (3).

La curva di distribuzione deve essere fornita come tabella o come
figura (frequenza differenziale o sommatoria delle percentuali contro
log M). Nella rappresentazione grafica, una decade di peso moleco-
lare deve avere normalmente una larghezza di circa 4 cm e il mas-
simo del picco deve avere un'altezza di circa 8 cm. Nel caso di curve
di distribuzione integrali la differenza in ordinata tra lo 0 e il 100 %
deve essere di circa 10 cm.

RELAZIONE D'ANALISI

La relazione d'analisi deve includere le seguenti informazioni:

Sostanza in esame:

— informazioni disponibili sulla sostanza in esame (identita, addi-
tivi, impurezze),
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22.2.

2.2.3.

— descrizione del trattamento del campione, osservazioni, problemi.

Strumentazione:

— serbatoio dell'eluente, gas inerte, degasaggio dell'eluente, compo-
sizione dell'eluente, impurezze,

— pompa, attenuatore di pulsazioni, sistema di iniezione,

— colonne di separazione (fabbricante, tutte le informazioni sulle
caratteristiche delle colonne, come dimensione dei pori, tipo di
materiale di separazione ecc, numero, lunghezza e ordine delle
colonne usate),

— numero di piatti teorici della colonna (o combinazione di co-
lonne), efficienza di separazione (risoluzione del sistema),

— informazioni sulla simmetria dei picchi,

— temperatura della colonna, tipo di controllo della temperatura,

— rivelatore (principio di misurazione, tipo, volume della cuvetta),

— flussimetro se usato (produttore, principio di misurazione),

— sistema di registrazione ed elaborazione dati (hardware e soft-
ware).

Taratura del sistema:

— descrizione dettagliata del metodo usato per costruire la curva di
taratura,

— informazioni sui criteri di qualita per questo metodo (p. es. co-
efficiente di correlazione, varianza ecc),

— informazioni su tutte le estrapolazioni, ipotesi e approssimazioni
fatte durante la procedura sperimentale e durante la valutazione e
l'elaborazione dei dati,

— tutte le misure usate per costruire la curva di taratura devono
essere documentate in una tabella includente le seguenti infor-
mazioni per ciascun punto di taratura:

— nome del campione,

— produttore del campione,

— valori caratteristici degli standard M, , M,, , M,, , M,/M,, ,
forniti dal produttore o ricavati da misure successive, insieme
con dettagli relativi al metodo di determinazione,

— volume di iniezione e concentrazione di iniezione,
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2.2.4.

— valore di M, usato per la taratura,

— volume di eluizione o tempo di ritenzione corretto misurato
in corrispondenza del massimo dei picchi,

— M, calcolato al massimo del picco,
— errore percentuale dell' M,, calcolato e del valore di taratura.
Valutazione:

— valutazione su base temporale: metodi usati per garantire la ri-
producibilita richiesta (metodo di correzione, standard interno
ecc),

— indicazione se la valutazione sia stata effettuata sulla base del
volume di eluizione o del tempo di ritenzione,

— informazioni riguardo ai limiti della valutazione se un picco non
viene analizzato completamente,

— descrizione dei metodi di lisciatura, se usati,

— procedure di preparazione e pretrattamento del campione,

— presenza di eventuali particelle indisciolte,

— volume di iniezione (pl) e concentrazione di iniezione (mg/ml),

— osservazioni indicanti effetti che portano a deviazioni dal profilo
GPC ideale,

— descrizione dettagliata di tutte le modifiche applicate alle proce-
dure di analisi,

— dettagli sugli intervalli di errore,

— qualsiasi altra informazione e osservazione utile all'interpreta-
zione dei risultati.
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Allegato

Esempi di altri metodi per la determinazione del peso molecolare medio

numerico (MN) di polimeri

La cromatografia a permeazione di gel (GPC) ¢ il metodo preferito per la deter-
minazione di M,, in particolare quando sia disponibile una serie di standard la
cui struttura ¢ confrontabile con quella del polimero. Tuttavia, nel caso vi siano
difficolta pratiche per usare la GPC o si preveda gia che la sostanza non rispetti
un criterio normativo di M, (che richiede conferma), sono disponibili metodi
alternativi come:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Uso di proprieta colligative

Ebullioscopia/crioscopia:

prevede la misura dell'innalzamento del punto di ebollizione (ebul-
lioscopia) o dell'abbassamento del punto di congelamento (criosco-
pia) di un solvente quando si aggiunge un polimero. Il metodo ¢
basato sul fatto che I'effetto del polimero disciolto sul punto di
ebollizione/congelamento del liquido dipende dal peso molecolare
del polimero (1) (2).

Applicabilita: M, < 20 000.

Abbassamento della tensione di vapore:

prevede la misura della tensione di vapore di un dato liquido di
riferimento prima e dopo l'aggiunta di quantitd note di polimero

1 @.

Applicabilita: M,, < 20 000 (in teoria; in pratica pero di valore limi-
tato).

Qsometria su membrana:

¢ basata sul principio dell'osmosi, cio¢ della tendenza naturale delle
molecole di solvente a passare attraverso una membrana semiper-
meabile da una soluzione diluita verso una soluzione concentrata
fino a raggiungere l'equilibrio. Nel saggio, la soluzione diluita ¢ a
concentrazione zero, mentre la soluzione concentrata contiene il po-
limero. L'effetto di aspirazione del solvente attraverso la membrana
da luogo ad un differenziale di pressione che dipende dalla concen-
trazione e dal peso molecolare del polimero (1) (3) (4).

Applicabilita: M,, compreso tra 20 000 — 200 000.

Osmometria in fase vapore:

prevede il confronto della velocita di evaporazione di un aerosol del
solvente puro con almeno tre aerosol contenenti il polimero a varie
concentrazioni (1) (2) (4).

Applicabilita: M, < 20 000.
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Analisi dei gruppi terminali

Per usare questo metodo € necessario conoscere sia la struttura com-
plessiva del polimero che la natura dei gruppi terminali delle catene
(che devono poter essere distinti dallo scheletro principale per esem-
pio mediante NMR o titolazione/derivatizzazione). La determina-
zione della concentrazione molecolare dei gruppi terminali presenti
sul polimero puo portare ad un valore del peso molecolare (7) (8)
).

Applicabilita: M,, fino a 50 000 (con affidabilita decrescente).
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A.19. CONTENUTO DI FRAZIONI A BASSO PESO MOLECOLARE
IN POLIMERI

1. METODO

Questo metodo cromatografico a permeazione di gel corrisponde al
metodo OCSE TG 119 (1996). I principi fondamentali e ulteriori
informazioni tecniche sono presentati nei riferimenti bibliografici.

1.1. INTRODUZIONE

Data la varieta delle proprieta dei polimeri, ¢ impossibile descrivere
un singolo metodo che definisca con precisione condizioni di sepa-
razione e di valutazione tali da coprire tutte le particolarita e speci-
ficita che si incontrano nella separazione di polimeri. In particolare,
sistemi di polimeri complessi spesso non sono adatti alla cromato-
grafia a permeazione di gel (GPC). Quando non si puo ricorrere alla
GPC, il peso molecolare puo venire determinato mediante altri me-
todi (vedi allegato). In tali casi, fornire ampi dettagli e la motiva-
zione del metodo usato.

Il metodo descritto ¢ basato sulla norma DIN 55672 (1), che con-
tiene informazioni dettagliate su come eseguire gli esperimenti e
valutare i dati. Nel caso siano necessarie modifiche delle condizioni
sperimentali, queste modifiche devono essere motivate. Si possono
usare altre norme purché fornite con riferimenti completi. 11 metodo
descritto ricorre a campioni di polistirene di polidispersita nota per
la taratura e puo richiedere modifiche per adeguarlo a certi polimeri,
per esempio polimeri solubili in acqua e ramificati a catena lunga.

1.2. DEFINIZIONI E UNITA

Un basso peso molecolare ¢ definito arbitrariamente come un peso
molecolare inferiore a 1 000 dalton.

1l peso molecolare medio numerico M,, e il peso molecolare medio
ponderale M,, vengono determinati con le seguenti equazioni:

n
Z Hi Z Hi X Mi
i=1

M, =——L M, =

> H/M; zn: H;
i=l

in cui

H; = ¢ il livello del segnale del rivelatore relativo alla linea di
base per il volume di ritenzione V;

M; = ¢ il peso molecolare della frazione di polimero in corrispon-

denza del volume di ritenzione V; e n ¢ il numero di punti.

L' ampiezza della distribuzione del peso molecolare, che ¢ una
misura della dispersita del sistema, ¢ data dal rapporto M,,/M,,.
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1.3.

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Poiché la GPC ¢ un metodo relativo, € necessaria una taratura. A
questo scopo vengono di norma utilizzati standard di polistirene a
struttura lineare con pesi molecolari medi M,, e M,, noti e distribu-
zione nota del peso molecolare. La curva di taratura pud venire
usata nella determinazione del peso molecolare del campione scono-
sciuto solo se le condizioni scelte per la separazione del campione
e degli standard sono identiche.

Una determinata relazione tra il peso molecolare e il volume di
eluizione ¢ valida solo nelle specifiche condizioni del particolare
esperimento. Queste condizioni includono soprattutto la temperatura,
il solvente (o miscele di solventi), le condizioni cromatografiche e la
colonna e il sistema di colonne di separazione.

I pesi molecolari del campione determinati in questo modo sono
valori relativi e sono descritti come «pesi molecolari equivalenti
in polistirene». Questo significa che, secondo le differenze strutturali
e chimiche tra il campione e gli standard, i pesi molecolari possono
deviare dai valori assoluti in misura pit 0 meno grande. Se si usano
altri standard, per esempio polietilenglicole, polietilenossido,
poli-metil-metacrilato, acido poliacrilico, indicarne la ragione.

PRINCIPIO DEL METODO DI ANALISI

Utilizzando la GPC, si possono determinare sia la distribuzione del
peso molecolare del campione che i pesi molecolari medi (M,,, My,).
La GPC ¢ un particolare tipo di cromatografia liquida in cui il
campione viene separato in base ai volumi idrodinamici dei singoli
costituenti (2).

La separazione viene effettuata mentre il campione passa attraverso
una colonna riempita di un materiale poroso, tipicamente un gel
organico. Le molecole piccole possono penetrare nei pori, mentre
le molecole grandi ne sono escluse. Il percorso delle molecole
grandi ¢ pertanto piu breve e queste vengono eluite per prime. Le
molecole di medie dimensioni penetrano in alcuni dei pori e ven-
gono eluite piu tardi. Le molecole piu piccole, con un raggio idro-
dinamico piu piccolo dei pori del gel, possono penetrare in tutti i
pori. Queste vengono eluite per ultime.

In una situazione ideale, la separazione ¢ determinata unicamente
dalla dimensione delle specie molecolari, ma in pratica ¢ difficile
evitare l'interferenza di almeno qualche effetto di assorbimento. Un
riempimento disuniforme della colonna e volumi morti possono
peggiorare la situazione (2).

La rivelazione viene effettuata per esempio mediante l'indice di
diffrazione o l'assorbimento nell'UV e fornisce una curva di distri-
buzione semplice. Tuttavia, per attribuire valori effettivi di peso
molecolare alla curva, € necessario tarare la colonna facendo passare
attraverso di essa polimeri di peso molecolare noto, possibilmente
anche di struttura approssimativamente simile, per esempio vari
standard di polistirene. Tipicamente si ottiene una curva gaussiana,
talvolta distorta con una piccola coda verso il lato dei pesi moleco-
lari bassi, in cui l'asse verticale indica la quantita in peso delle
specie di vario peso molecolare eluite, e 'asse orizzontale indica
il logaritmo del peso molecolare.



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 91

1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

1l contenuto di sostanze a basso peso molecolare si ricava da questa
curva. Il calcolo puo essere accurato solo se le specie di basso peso
molecolare hanno una risposta, riferita alla massa, equivalente al
polimero nel suo complesso.

CRITERI DI QUALITA

La ripetibilita (deviazione standard relativa — Relative Standard
Deviation: RSD) del volume di eluizione dovrebbe essere migliore
dello 0,3 %. Se un cromatogramma viene valutato in funzione del
tempo e non corrisponde al criterio succitato, la ripetibilita di analisi
richiesta deve essere garantita mediante correzione attraverso uno
standard interno (1). Le polidispersita dipendono dal peso moleco-
lare degli standard. Nel caso degli standard di polistirene valori ti-
pici sono:

M, < 2 000 M./M, < 1,20
2000 < M, < 10° M,/M, < 1,05
M, > 10° M,/M, < 1,20

(M,, is the molecular weight of the standard at the peak maximum)

DESCRIZIONE DEL METODO DI ANALISI
Preparazione delle soluzioni di polistirene standard

Gli standard di polistirene vengono sciolti mediante accurata misce-
lazione nell'eluente scelto. Nella preparazione delle soluzioni tener
conto delle raccomandazioni del produttore.

La scelta delle concentrazioni degli standard dipende da vari fattori,
per esempio il volume di iniezione, la viscosita della soluzione e la
sensibilita del rivelatore analitico. Il volume massimo di iniezione
deve essere adeguato alla lunghezza della colonna allo scopo di
evitare un sovraccarico. Volumi di iniezione tipici per separazioni
analitiche con la GPC su una colonna da 30 cm X 7,8 mm sono
normalmente compresi tra 40 ¢ 100 pl. Sono possibili volumi piu
elevati, ma non devono superare i 250 pl. Il rapporto ottimale tra il
volume di iniezione e la concentrazione deve essere determinato
prima dell'effettiva taratura della colonna.

Preparazione della soluzione campione

In linea di principio, per la preparazione delle soluzioni campione
valgono gli stessi requisiti. Il campione viene sciolto accuratamente
in un solvente adatto, per esempio tetraidrofurano (THF), per sbat-
timento. In nessun caso deve essere sciolto utilizzando un bagno ad
ultrasuoni. Se necessario, la soluzione campione viene purificata su
un filtro a membrana con dimensione dei pori compresa tra 0,2 e
2 pm.

Nella relazione finale deve essere registrata I'eventuale presenza di
particelle indisciolte perché queste possono essere dovute a specie di
peso molecolare elevato. Usare un metodo appropriato per determi-
nare la percentuale in peso delle particelle indisciolte. Utilizzare le
soluzioni entro 24 ore.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.6.

Correzione dell'errore dovuto a impurezze e additivi

E di solito necessaria una correzione del contenuto di specie M
< 1000 che tenga conto del contributo di componenti specifici
non polimerici presenti (p. es. impurezze e/o additivi), salvo che il
contenuto misurato sia gia < 1 %. Questo si ottiene mediante 1'ana-
lisi diretta della soluzione di polimero o dell'eluato della GPC.

Se, dopo il passaggio attraverso la colonna, l'eluato ¢ troppo diluito
per un'ulteriore analisi, occorre concentrarlo. Puo essere necessario
evaporare l'eluato a secchezza e scioglierlo di nuovo. La concen-
trazione dell'eluato deve essere condotta in condizioni tali da garan-
tire che non si abbiano cambiamenti nell'eluato. Il trattamento del-
l'eluato dopo lo stadio di GPC dipende dal metodo analitico usato
per la determinazione quantitativa.

Apparecchiature

L'apparecchiatura GPC comprende i seguenti componenti:
— serbatoio del solvente,

— degasatore (se del caso),

— pompa,

— ammortizzatore di pulsazioni (se del caso),
— sistema di iniezione,

— colonne per cromatografia,

— rivelatore,

— flussimetro (se del caso),

— registratore-elaboratore dati,

— recipiente di scarico.

Assicurarsi che il sistema GPC sia inerte rispetto ai solventi utiliz-
zati (p. es. mediante l'uso di capillari d'acciaio se come solvente si
usa il THF).

Sistema di iniezione e di erogazione del solvente

Caricare nella colonna un volume definito della soluzione campione
utilizzando un autocampionatore oppure manualmente in una zona
nettamente definita. Nel caso di una operazione manuale; se lo
stantuffo della siringa viene tirato o spinto troppo rapidamente, la
distribuzione dei pesi molecolari osservata puo variare. Nei limiti
del possibile il sistema di erogazione del solvente deve essere esente
da pulsazioni e l'ideale sarebbe che vi fosse incorporato un attenua-
tore delle pulsazioni. La portata ¢ dell ordine di 1 ml/min.

Colonna

Secondo il campione, il polimero viene caratterizzato utilizzando
una colonna semplice o pit colonne collegate in serie. In commercio
sono disponibili vari materiali porosi per colonne con proprieta (p.
es. dimensione dei pori, limiti di esclusione) definite. La scelta del
gel di separazione o della lunghezza della colonna dipende sia dalle
proprieta del campione (volumi idrodinamici, distribuzione dei pesi
molecolari) che dalle specifiche condizioni di separazione come il
solvente, la temperatura e la portata (1) (2) (3).
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1.6.7.

1.6.8.

Piatti teorici

La colonna o la combinazione di colonne utilizzata per la separa-
zione deve essere caratterizzata dal numero di piatti teorici. Questo,
nel caso venga utilizzato il THF come solvente di eluizione, implica
di caricare una soluzione di etilbenzene o altro adatto soluto apolare
su una colonna di lunghezza nota. Il numero di piatti teorici ¢ dato
dall'equazione seguente:

2 2

Ve Ve

N = 5,54 o N=16 —
< W1/2> ( W )

in cui,

N ¢ = il numero di piatti teorici

Ve ¢ = il volume di eluizione al massimo del picco
W ¢ = la larghezza del picco alla linea di base

W, ¢ = la larghezza del picco a mezza altezza

Efficienza di separazione

Oltre al numero di piatti teorici, che ¢ una quantita che determina
l'ampiezza della banda, ¢ importante anche l'efficienza di separa-
zione, che ¢ determinata dalla ripidita della curva di taratura. L'ef-
ficienza di separazione di una colonna si ottiene dalla seguente
relazione:

Vem, — Ve (1omy) - 6.0 [ cm? }

cross sectional area of the column — cm?

in cui

Vemx € = il volume di eluizione per polistirene di peso moleco-
lare M,

Veiomuy €= il volume di eluizione per polistirene di peso moleco-
lare dieci volte maggiore.

La risoluzione del sistema ¢ definita in generale come segue:

Vo1 — Ve 1
X
W, +W, loglo(Mg/Ml)

RI,Z =2 x

in cui,

Ve, Veo = sono i volumi di eluizione dei due standard di polisti-
rene al massimo del picco

Wi, W, = sono le larghezze del picco alla linea di base

M;, M, = sono i pesci molecolari al massimo del picco (dovreb-
bero differire di un fattore 10).

Il valore di R per il sistema di colonne deve essere maggiore di 1,7 (4).
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1.6.9.

1.6.10.

1.6.11.

Solventi

Tutti i solventi devono essere di purezza elevata (per il THF si usa
una purezza del 99,5 %). Il serbatoio del solvente (se necessario
sotto atmosfera di gas inerte) deve essere sufficientemente grande
per la taratura della colonna e per l'analisi di parecchi campioni.
Degasare il solvente prima di trasportarlo alla colonna mediante la
pompa.

Controllo della temperatura

La temperatura dei componenti interni critici (ansa di iniezione,
colonne, rivelatore e tubature) deve essere costante e coerente con
il solvente scelto.

Rivelatore

La funzione del rivelatore ¢ di registrare quantitativamente la con-
centrazione del campione eluito dalla colonna. Per evitare un inutile
allargamento dei picchi, il volume della cuvetta della cella del ri-
velatore deve essere il piu piccolo possibile. Salvo per rivelatori a
diffrazione della luce e rivelatori a viscosita, questo volume non
deve superare i 10 pl. Il metodo di solito utilizzato per la rivela-
zione € la rifrattometria differenziale. Tuttavia, se richiesto dalle
proprieta specifiche del campione o del solvente di eluizione, si
possono utilizzare altri tipi di rivelatori, per esempio UV/VIS, IR,
rivelatori viscosimetrici ecc.

DATI E RELAZIONE
DATI

Fare riferimento alla norma DIN (1) per i criteri di valutazione
dettagliati e per i requisiti di raccolta ed elaborazione dei dati.

Per ciascun campione eseguire due esperimenti indipendenti, che
dovranno venire analizzati singolarmente. In ogni caso ¢ essenziale
determinare i dati anche sui bianchi trattati nelle stesse condizioni
del campione.

E necessario indicare esplicitamente che i valori misurati sono valori
relativi equivalenti al peso molecolare dello standard usato.

Dopo la determinazione dei volumi di ritenzione o dei tempi di riten-
zione (possibilmente corretti usando uno standard interno), i valori di
log M, (M,, sono i massimi dei picchi dello standard di taratura)
vengono riportati contro una delle suddette quantita. Per ogni decade
di peso molecolare sono necessari almeno due punti di taratura e per la
curva totale sono richiesti almeno cinque punti di misura, che devono
coprire il peso molecolare stimato del campione. L'estremita della
curva di taratura corrispondente al basso peso molecolare ¢ definita
da n-esilbenzene o altro soluto apolare adatto. Si determina la porzione
della curva corrispondente a pesi molecolari inferiori a 1 000 e, se
necessario, la si corregge per compensare impurezze e additivi. In
genere le curve di eluzione vengono valutate con sistemi elettronici
di elaborazione. Se si utilizza una digitalizzazione manuale, si pud
consultare il metodo ASTM D 3536-91 (3).
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2.2.

2.2.1.

22.2.

2.23.

Se eventuali polimeri insolubili vengono trattenuti sulla colonna, &
probabile che il loro peso molecolare sia piu elevato di quello della
frazione solubile, e non considerandolo si sovrastimerebbe il conte-
nuto di sostanze di basso peso molecolare. Nell'allegato sono fornite
indicazioni per la correzione del contenuto di sostanze a basso peso
molecolare per tener conto del polimero insolubile.

La curva di distribuzione deve essere fornita come tabella o come
figura (frequenza differenziale o sommatoria delle percentuali contro
log M). Nella rappresentazione grafica, una decade di peso mole-
colare deve avere normalmente una larghezza di circa 4 cm e il
massimo del picco deve avere un'altezza di circa 8 cm. Nel caso
di curve di distribuzione integrali la differenza in ordinata tra lo 0 e
il 100 % deve essere di circa 10 cm.

RELAZIONE D'ANALISI

La relazione d'analisi deve includere le seguenti informazioni:

Sostanza in esame

— informazioni disponibili sulla sostanza in esame (identita, addi-
tivi, impurezze),

— descrizione del trattamento del campione, osservazioni,
problemi.

Strumentazione

— serbatoio dell'eluente, gas inerte, degasaggio dell'eluente, com-
posizione dell'eluente, impurezze,

— pompa, attenuatore di pulsazioni, sistema di iniezione,

— colonne di separazione (fabbricante, tutte le informazioni sulle
caratteristiche delle colonne, come dimensione dei pori, tipo di
materiale di separazione ecc, numero, lunghezza e ordine delle
colonne usate),

— numero di piatti teorici della colonna (o combinazione di co-
lonne), efficienza di separazione (risoluzione del sistema),

— informazioni sulla simmetria dei picchi,

— temperatura della colonna, tipo di controllo della temperatura,

— rivelatore (principio di misurazione, tipo, volume della cuvetta),

— flussimetro se usato (produttore, principio di misurazione),

— sistema di registrazione ed elaborazione dati (hardware e soft-
ware).

Taratura del sistema

— descrizione dettagliata del metodo usato per costruire la curva di
taratura,
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2.2.4.

2.2.5.

— informazioni sui criteri di qualitd per questo metodo (coeffi-
ciente di correlazione, varianza ecc),

— informazioni su tutte le estrapolazioni, ipotesi e approssimazioni
fatte durante la procedura sperimentale e durante la valutazione
e l'elaborazione dei dati,

— tutte le misure usate per costruire la curva di taratura devono
essere documentate in una tabella includente le seguenti infor-
mazioni per ciascun punto di taratura:

— nome del campione,

— produttore del campione,

— valori caratteristici degli standard M, , M,, , My, , M/M,,
forniti dal produttore o ricavati da misure successive, in-
sieme con dettagli relativi al metodo di determinazione,

— volume di iniezione e concentrazione di iniezione,

— valore di M,, usato per la taratura,

— volume di eluizione o tempo di ritenzione corretto misurato
in corrispondenza del massimo dei picchi,

— M, calcolato al massimo del picco,

— errore percentuale dell'M,, calcolato e del valore di taratura.

Informazioni sul contenuto di polimero a basso peso molecolare

— descrizione dei metodi usati nell'analisi e del modo in cui sono
stati condotti gli esperimenti,

— informazioni sul contenuto percentuale (p/p) di specie di basso
peso molecolare riferito al campione totale;

— informazioni sulle impurezze, gli additivi e altre specie non
polimeriche in percentuale in peso riferita al campione totale.

Valutazione

— valutazione su base temporale: metodi usati per garantire la
riproducibilita richiesta (metodo di correzione, standard interno
ecc),

— indicazione se la valutazione sia stata effettuata sulla base del
volume di eluizione o del tempo di ritenzione,

— informazioni riguardo ai limiti della valutazione se un picco non
viene analizzato completamente,

— descrizione dei metodi di lisciatura, se usati,

— procedure di preparazione e pretrattamento del campione,

— presenza di eventuali particelle indisciolte,
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— volume di iniezione (pl) e concentrazione di iniezione (mg/ml),

— osservazioni indicanti effetti che portano a deviazioni dal profilo
GPC ideale,

— descrizione dettagliata di tutte le modifiche applicate alle proce-
dure di analisi,

— dettagli sugli intervalli di errore,

— qualsiasi altra informazione e osservazione utile all'interpreta-
zione dei risultati.
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Allegato

Indicazioni per la correzione del contenuto di specie di basso peso
molecolare in funzione della presenza di polimero insolubile

Quando in un campione ¢ presente polimero insolubile, si verifica una perdita di
massa durante I'analisi GPC. Il polimero insolubile viene trattenuto in modo
irreversibile sulla colonna o sul filtro del campione, mentre la porzione solubile
del campione passa attraverso la colonna. Se l'incremento dell'indice di rifrazione
(dn/dc) del polimero puod essere stimato o misurato, si pud stimare la massa di
campione persa sulla colonna. In tal caso si effettua una correzione usando una
taratura esterna con materiali standard di concentrazione nota e dn/dc noto per
tarare la risposta del rifrattometro. Nel seguente esempio si usa uno standard di
poli(metilmetacrilato) (pMMA).

Nella taratura esterna per 1'analisi di polimeri acrilici, si analizza uno standard di
pMMA di concentrazione nota in tetraidrofurano mediante GPC e i dati risultanti
vengono usati per trovare la costante del rifrattometro secondo l'equazione:

K = R/AC x V x dn/dc)

in cui:

K = ¢ la costante del rifrattometro (in microvolt secondi/ml),

R = ¢ la risposta dello standard di pMMA (in microvolt/secondi),

C = ¢ la concentrazione dello standard di pMMA (in mg/ml),

\'% = ¢ il volume di iniezione (in ml) e dn/dc ¢ l'incremento di indice di

rifrazione per il pMMA in tetraidrofurano (in ml/mg).

I seguenti sono dati tipici di uno standard di pMMA:

R = 2937891
C = 1,07 mg/ml
\Y% = 0,1 ml

dn/dc = 9 x 10”° ml/mg.

II valore di K risultante, 3,05 x 10" viene poi utilizzato per calcolare la risposta
teorica del rivelatore se il 100 % del polimero iniettato fosse stato eluito attra-
verso il rivelatore.



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 99

A.20. COMPORTAMENTO DI SOLUZIONE/ESTRAZIONE DEI
POLIMERI IN ACQUA

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A2l. PROPRIETA COMBURENTI (LIQUIDI)

La descrizione completa del presente metodo di prova ¢ stata soppressa. I metodi
di prova internazionali equivalenti o altri metodi di prova applicabili per 1’en-
dpoint in questione figurano nella tabella 1 della parte 0.
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A22.

1.2.

1.3.

DIAMETRO GEOMETRICO MEDIO DELLE FIBRE
PONDERATO RISPETTO ALLA LUNGHEZZA

METODO
INTRODUZIONE

11 presente metodo descrive una procedura che permette di misurare il
diametro medio geometrico ponderato rispetto alla lunghezza
(DMGPL) di fibre minerali artificiali (FMA). Poiché il DMGPL della
popolazione ha una probabilita del 95 % di essere compreso nei limiti
di confidenza al 95 % (DMGPL =+ due errori standard) del campione,
il valore riportato (valore di prova) costituira il limite inferiore di
confidenza al 95 % del campione (cio¢ DMGPL — 2 errori standard).
11 presente metodo si basa sull’aggiornamento di una bozza (del giu-
gno 1994) di procedura concordata tra industria e HSE approvata nel
corso di una riunione tra la ECFIA e la HSE a Chester il 26 settembre
1993 e sviluppata per e sulla base di un secondo confronto interlabo-
ratoriale (1, 2). Questo metodo di misurazione puo essere utilizzato
per caratterizzare il diametro delle fibre di sostanze in massa o di
prodotti contenenti FMA, comprese fibre ceramiche
refrattarie (FCR), fibre vetrose artificiali (FVA) e fibre cristalline e
policristalline.

La ponderazione in base alla lunghezza permette di compensare gli
effetti sulla distribuzione del diametro dovuti alla rottura delle fibre
lunghe durante il campionamento o la manipolazione del materiale.
Per misurare la distribuzione dei diametri delle FMA sono utilizzate
statistiche geometriche (media geometrica), giacché tali diametri
hanno una distribuzione prossima alla distribuzione lognormale.

La misurazione della lunghezza e del diametro ¢ un'operazione noiosa
e lunga ma, se sono misurate solo le fibre in contatto con una linea
infinitamente sottile del campo di visione del microscopio elettronico
a scansione (SEM), la probabilita di selezionare una determinata fibra
¢ proporzionale alla sua lunghezza. Poiché questo metodo tiene conto
della lunghezza nei calcoli di ponderazione in base alla lunghezza,
I’'unica misurazione necessaria ¢ quella del diametro, mentre il
DMGPL-2ES puo essere calcolato come descritto.

DEFINIZIONI

Particella: Oggetto il cui rapporto lunghezza/larghezza ¢ inferiore a
3:1.

Fibra: Oggetto il cui rapporto lunghezza/larghezza (rapporto di allun-
gamento) ¢ di almeno 3:1.

SCOPO E LIMITAZIONI

Questo metodo ¢ inteso ad esaminare la distribuzione dei diametri
aventi un valore mediano compreso tra 0,5 ¢ 6 um. I diametri supe-
riori possono essere misurati utilizzando ingrandimenti inferiori del
SEM, ma questo metodo tende ad essere sempre piu limitato man
mano che la distribuzione dimensionale delle fibre diventa piu fine.
Per contro, se il diametro mediano ¢ inferiore a 0,5 pum si raccomanda
di eseguire le misurazioni con un microscopio elettronico a
trasmissione (MET).
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1.4. PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA

Un certo numero di campioni rappresentativi sono prelevati da un
materassino (o feltro) di fibre oppure da fibre sciolte in massa. La
lunghezza delle fibre in massa ¢ ridotta per compressione, quindi un
subcampione rappresentativo ¢ disperso in acqua. Ne vengono estratte
delle aliquote, che sono filtrate tramite un filtro in policarbonato con
pori di 0,2 um, prima di essere preparate per l'esame con la tecnica di
microscopia elettronica a scansione (SEM). I diametri delle fibre sono
misurati con un ingrandimento dello schermo di 10000 x o
maggiore (') utilizzando il metodo della linea trasversale, in modo
da ottenere una stima non distorta del diametro medio. L'intervallo
inferiore di confidenza al 95 % (sulla base di un test unilaterale) ¢
calcolato per ottenere una stima del valore minimo del diametro me-
dio geometrico delle fibre del materiale.

1.5. DESCRIZIONE DEL METODO DI PROVA
1.5.1. Sicurezza/precauzioni

L'esposizione del personale alle fibre in sospensione nell'atmosfera
deve essere ridotta al minimo, e devono essere utilizzate una cappa
d'aspirazione o un glove box in occasione della manipolazione delle
fibre allo stato secco. Per determinare l'efficacia dei metodi di con-
trollo dovranno essere eseguiti controlli periodici dell'esposizione del
personale. In occasione della manipolazione delle FMA, il personale
dovra indossare guanti monouso per ridurre i rischi d'irritazione cuta-
nea ed evitare qualsiasi contaminazione incrociata.

1.5.2. Apparecchiatura/attrezzatura

— Presse e matrici (capaci di produrre 10 MPa).

— Filtri in policarbonato a pori capillari di 0,2 ym (25 mm di dia-
metro).

— Filtro a membrana in esteri misti di cellulosa (EMC) con porosita
di 5 pm da utilizzare come filtro di supporto.

— Apparecchio di filtrazione in vetro (o sistemi di filtrazione mo-
nouso) disegnati per filtri di 25 mm di diametro (per esempio, kit
di micro-analisi in vetro Millipore n. XX10 025 00).

— Acqua distillata di recente e filtrata attraverso un filtro con poro-
sita di 0,2 um per eliminare i microrganismi.

— Sistema di ricoprimento tramite bombardamento catodico (sputter
coater) con sorgente in oro o oro/palladio.

— Microscopio elettronico a scansione con una risoluzione che pud
scendere fino a 10 nm ed un ingrandimento 10 000 x.

— Varie: spatole, lama di bisturi di tipo 24, piccole pinze, supporti
(stubs) per SEM, adesivo o nastro adesivo al carbonio, argento
colloidale.

— Sonda ultrasonica o bagno a ultrasuoni da laboratorio

— Una sonda di carotaggio, per prelevare campioni nei materassini (o
feltri) di FMA

(") questo valore d’ingrandimento ¢ indicato per le fibre con diametri intorno a 3 pum. Per le
fibre con diametro di 6 um pud essere piu adatto un ingrandimento di 5 000 x.



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 103

1.5.3.
1.5.3.1.

1.5.3.2.

Procedura
Campionamento

Per materassini o feltri, si utilizza una sonda di carotaggio da 25 mm
per prelevare campioni dall’intero spessore. I prelievi devono essere
effettuati ad intervalli uguali su tutta I’ampiezza di una porzione ri-
dotta di tessuto o in zone scelte in modo casuale, se sono disponibili
materiali di maggiore lunghezza. La stessa attrezzatura puod essere
utilizzata per estrarre campioni casuali dalle fibre sciolte. Ove possi-
bile, dovrebbero essere prelevati sei campioni in modo da riflettere le
variazioni spaziali nel materiale in massa.

1 sei campioni devono essere compressi in una pressa da 50 mm di
diametro ad una pressione di 10 MPa. Il materiale viene successiva-
mente mescolato con una spatola e compresso di nuovo a 10 MPa.
Quindi il materiale viene tolto dalla pressa e conservato in una botti-
glia in vetro a chiusura ermetica.

Preparazione del campione

Se necessario, 1 leganti organici possono essere eliminati mettendo il
campione in muffola a 450 °C per circa un'ora.

Utilizzare sistemi di partizione e quartatura per suddividere il cam-
pione (l'operazione deve essere realizzata all'interno di una cappa
aspirante per polveri).

Con una spatola, aggiungere una piccola quantita (< 0,5 g) di cam-
pione a 100 ml di acqua distillata di recente e filtrata per mezzo di un
filtro a membrana da 0,2 um (puo essere utilizzata acqua ultrapura di
diversa origine, a condizione che sia di qualita soddisfacente). Disper-
dere accuratamente con una sonda ultrasonica a 100 W, regolata in
modo da produrre cavitazione. (Se non si dispone di sonda, si utilizzi
il metodo seguente: agitare ed invertire ripetutamente per 30 secondi;
sottoporre ad ultrasuoni in un bagno ad ultrasuoni da laboratorio per
cinque minuti: quindi agitare e invertire ripetutamente per altri 30 se-
condi).

Immediatamente dopo la dispersione delle fibre, prelevare un certo
numero di aliquote (per esempio, tre aliquote di 3, 6 ¢ 10 ml) per
mezzo di una pipetta ad imboccatura larga (capacita di 2-5 ml).

Filtrare sotto vuoto ciascuna aliquota per mezzo di un filtro in poli-
carbonato da 0,2 pm sostenuto da un filtro di supporto in EMC con
porosita di 5 pum, utilizzando un imbuto di filtrazione in vetro da
25 mm con un serbatoio cilindrico. Porre circa 5 ml d'acqua distillata
filtrata nell'imbuto e inserire lentamente nell'acqua le aliquote con
I’aiuto di una pipetta, tenendo la punta della pipetta di sotto del
menisco. La pipetta ed il serbatoio devono essere accuratamente puliti
dopo I’utilizzo giacché le fibre piu fini tendono ad aderire di piu sulle
superfici.

Rimuovere delicatamente il filtro e separarlo dal filtro di supporto
prima di metterlo ad asciugare in un contenitore.



02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 104

Operando con movimento rotatorio, tagliare una sezione pari alla meta
0 a un quarto del deposito filtrato con una lama di bisturi di tipo 24.
Fissare accuratamente la sezione tagliata sullo stub per il SEM me-
diante dischetto adesivo al carbonio o collante al carbonio. L’argento
colloidale deve essere applicato almeno in tre punti per migliorare il
contatto elettrico tra i bordi del filtro e lo stub. Quando I'adesivo/
I’argento colloidale ¢ asciutto, ricoprire la superficie del deposito
per mezzo dello sputter coater con uno strato di circa 50 nm d'oro
o d'oro/palladio.

1.5.3.3.  Taratura e funzionamento del SEM
1.533.1. Taratura

La taratura del SEM deve essere verificata almeno una volta alla
settimana (idealmente una volta al giorno) per mezzo di una griglia
di taratura certificata. I valori della taratura devono essere confrontati
con uno standard certificato e se il valore misurato (SEM) non rientra
entro + 2 % del valore certificato, la taratura con il SEM deve essere
aggiustata e ricontrollata.

I1 SEM deve essere in grado di fornire una risoluzione tale da rendere
visibile almeno un diametro minimo di 0,2 um, utilizzando un cam-
pione in matrice reale con un ingrandimento di 2 000 x.

1.53.3.2. Modalita operative

Il SEM deve essere utilizzato con un ingrandimento di 10 000 (') in
condizioni che offrono una buona risoluzione ed un'immagine accetta-
bile a velocita di scansione ridotta (per esempio, 5 secondi per
schermo). Benché le condizioni operative possano variare da un SEM
all’altro, per ottenere la migliore visibilita e risoluzione possibile con
materiali di peso atomico relativamente basso, occorre utilizzare in
generale tensioni d'accelerazione di 5-10 keV con una dimensione dello
spot ridotta ed una distanza minima. Quando si applica il metodo della
linea trasversale, occorre utilizzare un tilt di 0° per ridurre al minimo la
necessita di rimessa a fuoco o, se il SEM ha una base eucentrica,
utilizzare la distanza di lavoro eucentrica. Un ingrandimento inferiore
puo essere utilizzato se il materiale non contiene fibre di piccolo dia-
metro ma fibre con diametri piu grandi (> 5 pm).

1.5.3.4.  Misurazione

1.534.1. Esame a debole ingrandimento per valutare il
campione

Inizialmente, il campione deve essere esaminato con un debole in-
grandimento per verificare I’esistenza di agglomerati di grandi fibre e
per determinare la densita delle fibre.

In caso di eccessiva agglomerazione, si raccomanda di preparare un
nuovo campione. Per garantire l'accuratezza delle statistiche, occorre
misurare un numero minimo di fibre. E preferibile una densita elevata
di fibre, giacché l'esame di campi vuoti richiede tempo e non con-
tribuisce all'analisi. Tuttavia, se il filtro ¢ sovraccarico, puo diventare
difficile dimensionare tutte le fibre misurabili. Inoltre, le fibre piu
piccole potrebbero passare inosservate perché nascoste da quelle piu
grandi.

(") Per fibre da 3 pm, cfr. la nota precedente.
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1.5.3.4.2.

1.5.3.4.3.

Una densita delle fibre superiore a 150 fibre per millimetro lineare
trasversale puo comportare una sopravvalutazione del DMGPL. D'altra
parte, basse concentrazioni di fibre aumentano il tempo d'analisi. E
inoltre spesso piu efficiente in termine di costi preparare un campione
di una densita vicina al valore ottimale, piuttosto che contare filtri a
bassa concentrazione. La densita di fibre ottimale deve corrispondere
ad una media di circa una o due fibre conteggiabili per campo visivo
ad un ingrandimento di 5 000 x. Tuttavia, poiché la densita ottimale
dipende dalla dimensione (diametro) delle fibre, I'operatore dovra de-
cidere in base alla propria esperienza se la densita delle fibre ¢ vicina
al valore ottimale.

Ponderazione in base alla lunghezza dei diametri
delle fibre

Solo le fibre che toccano (o attraversano) una linea (infinitamente)
sottile tracciata sullo schermo del SEM sono contate. Per questo mo-
tivo viene tracciata una linea orizzontale (o verticale) attraverso il
centro dello schermo.

In alternativa, si puo fissare un unico punto al centro dello schermo e
procedere ad una scansione continua in una sola direzione attraverso il
filtro. Si misura e registra il diametro di qualsiasi fibra il cui rapporto
tra lunghezza e diametro ¢ superiore a 3:1 e che tocca o incrocia tale
punto.

Misurazione delle fibre

Si raccomanda di misurare almeno 300 fibre. Ogni fibra ¢ misurata
una sola volta, nel punto d'intersezione con la linea o con il
punto tracciato sullo schermo (o vicino al punto d'intersezione se i
bordi della fibra sono nascosti). Se sono presenti fibre di
sezione variabile, deve essere utilizzata una misura rappresentativa
del diametro medio della fibra. Si dovra prestare la massima cura
nella definizione del bordo e nella misurazione della distanza piu
breve tra i bordi delle fibre. La misura puo essere fatta direttamente
o su immagini o fotografie registrate. Si raccomanda di utilizzare
sistemi di misura d'immagine semiautomatici che trasferiscono diret-
tamente i dati in un foglio di calcolo, giacché tale procedimento
permette di guadagnare tempo, di evitare errori di trascrizione e di
automatizzare i calcoli.

Le estremita delle fibre lunghe devono essere verificate con un in-
grandimento piu debole per assicurare che non ritornino nel campo di
visione in cui ¢ effettuata la misurazione e che siano misurate una sola
volta.

DATI
TRATTAMENTO DEI RISULTATI

In generale, i diametri delle fibre non hanno una distribuzione nor-
male. E tuttavia possibile ottenere una distribuzione che si avvicina a
quella normale effettuando una trasformazione logaritmica.

Calcolare la media aritmetica (media InD) e la deviazione standard
(DS)up) dei valori logaritmici in base e (InD) dei diametri (D) delle n
fibre.

media InD =

> InD )
n
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S (InD — media InD)?

SDyp = n_1

@

La deviazione standard ¢ divisa per la radice quadrata del numero di
misurazioni effettuate (n) per ottenere I’errore standard (ES;,p).
DS
ESwp = — 3
o = ©)

Sottrarre due volte I’errore standard dalla media e calcolare 1'esponen-
ziale di questo valore (media meno due errori standard) per ottenere la
media geometrica meno due errori standard geometrici.

DMGOPL — 2ES = e(media InD—2ES)a) (4)

RELAZIONE SULL’ESECUZIONE DELLA PROVA
RAPPORTO DI PROVA

11 rapporto di prova conterra almeno le informazioni seguenti:
— 11 valore del DMGPL -2ES.

— Tutte le eventuali modifiche procedurali, in particolare quelle che
rischiano di influire sulla precisione e l'affidabilita dei risultati,
nonché le relative giustificazioni.
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A23. COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE (1-OTTANOLO/ACQUA):
METODO DELL’AGITAZIONE LENTA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova equivale alla linea guida dell’OCSE per le prove
sulle sostanze chimiche n. 123 (2006). Il metodo dell’agitazione lenta ha
permesso di determinare con esattezza valori logaritmici del coefficiente di
ripartizione 1-ottanolo/acqua (Pow) fino a 8,2 (1). Costituisce pertanto un
approccio sperimentale adeguato per la determinazione diretta del Pow di
sostanze fortemente idrofobiche.

2. Tra gli altri metodi per la determinazione del coefficiente di ripartizione 1-
ottanolo/acqua (Pow) si annoverano il metodo «dell’agitazione in bottiglia»
(shake flask) (2) e la determinazione del Pow dal comportamento di riten-
zione nel’HPCL (cromatografia liquida ad alta prestazione) a fase inversa
(3). Il metodo «dell’agitazione in bottiglia» tende a falsare i risultati a causa
del trasferimento di microgoccioline di ottanolo nella fase acquosa. Con
I’aumento dei valori del P, la presenza di queste goccioline nella fase
acquosa porta ad una crescente sovrastimazione della concentrazione della
sostanza in esame nell’acqua. L’applicazione di questo metodo ¢ pertanto
limitata alle sostanze con log Pow < 4. Il secondo metodo si basa su valori
affidabili di Pow determinati direttamente per calibrare la relazione tra il
comportamento di ritenzione nel’HPLC e i valori Pow misurati. Esisteva
un progetto di linea guida OCSE per determinare i coefficienti di ripartizione
1-ottanolo/acqua di sostanze ionizzabili (4) che tuttavia ¢ stato abbandonato.

3. 1l presente metodo di prova ¢ stato messo a punto nei Paesi Bassi. La
precisione dei metodi descritti ¢ stata validata e ottimizzata nel corso di
uno studio di validazione interlaboratorio (ring test) al quale hanno parteci-
pato 15 laboratori (5).

CONSIDERAZIONI INIZIALI
Significato e utilizzo

4. Nel caso di sostanze organiche inerti, sono state individuate relazioni molto
significative tra i coefficienti di ripartizione 1-ottanolo/acqua (Pow) e il
bioaccumulo di queste sostanze nei pesci. Inoltre, ¢ stata anche dimostrata
una correlazione tra il Pow e, da un lato, la tossicita per i pesci e, dall’altro,
I’assorbimento di sostanze chimiche nei solidi, come suoli e sedimenti Il
riferimento bibliografico (6) contiene un’ampia panoramica di queste
relazioni.

5. E stata accertata I’esistenza di una vasta gamma di relazioni tra il coefficiente
di ripartizione 1-ottanolo/acqua e altre proprieta delle sostanze, di interesse
per la chimica e la tossicologia ambientali. Il coefficiente di ripartizione 1-
ottanolo/acqua ¢ pertanto diventato un parametro fondamentale ai fini della
valutazione del rischio ambientale delle sostanze chimiche e della previsione
del destino di tali sostanze nell’ambiente.

Ambito di applicazione

6. Si ritiene che il metodo dell’agitazione lenta riduca la formazione di micro-
goccioline dalle goccioline di 1-ottanolo nella fase acquosa; di conseguenza
non si verifica la sovrastimazione della concentrazione in fase acquosa do-
vuta all’associazione di molecole della sostanza di prova a queste goccioline.
Il metodo dell’agitazione lenta si presta in particolare alla determinazione del
Pow di sostanze con log Pow previsto uguale o superiore a 5, per le quali il
metodo dell’agitazione in bottiglia (2) tende a fornire risultati erronei.
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11.

12.

DEFINIZIONI E UNITA

11 coefficiente di ripartizione di una sostanza tra ’acqua e un solvente lipo-
filo (1-ottanolo) caratterizza la distribuzione in equilibrio della sostanza chi-
mica tra le due fasi. Il coefficiente di ripartizione 1-ottanolo/acqua (Pow) €
definito come il rapporto tra la concentrazione in equilibrio della sostanza in
esame in 1-ottanolo saturato con acqua (Cp) e la concentrazione in equilibrio
della sostanza in esame in acqua saturata con l-ottanolo (Cyy).

Pow = Co/Cw

In quanto rapporto tra due concentrazioni si tratta di un valore adimensio-
nale. Generalmente ¢ espresso con il suo logaritmo decimale (log Pow).
Visto che il Pow dipende dalla temperatura, la relazione sulla prova dovra
precisare la temperatura delle determinazioni.

PRINCIPIO DEL METODO

Al fine di determinare il coefficiente di ripartizione, 1’acqua, 1’1-ottanolo e la
sostanza in esame devono essere portati in equilibrio tra loro a temperatura
costante. Si procede successivamente a misurare le concentrazioni della so-
stanza in esame nelle due fasi.

Il metodo dell’agitazione lenta proposto permette di ridurre le difficolta
sperimentali associate alla formazione di microgoccioline che si verificano
nel metodo dell’agitazione in bottiglia. Con il metodo dell’agitazione lenta,
I’acqua, I’1-ottanolo e la sostanza in esame si equilibrano in un reattore
termostatato sottoposto ad agitazione. Gli scambi tra le fasi sono accelerati
dall’agitazione. Quest’ultima produce una leggera turbolenza che favorisce
gli scambi tra 1-ottanolo e acqua senza provocare la formazione di micro-
goccioline (1).

APPLICABILITA DELLA PROVA

. Dato che la presenza di sostanze diverse dalla sostanza in esame potrebbe

influenzare il coefficiente di attivita di quest’ultima, essa deve essere testata
allo stato puro. Ai fini della determinazione del coefficiente di ripartizione 1-
ottanolo/acqua occorre utilizzare una sostanza che presenti il grado di pu-
rezza piu elevato disponibile in commercio.

I1 presente metodo si applica alle sostanze pure che non si dissociano né si
associano e che non manifestano un’attivita interfacciale significativa. Puo
essere utilizzato per determinare il coefficiente di ripartizione 1-ottanolo/ac-
qua di tali sostanze e delle relative miscele. In quest’ultimo caso, i coeffi-
cienti di ripartizione ottenuti variano in funzione della composizione chimica
della miscela in esame e della composizione elettrolitica della fase acquosa.
Adottando alcune misure supplementari, il metodo puo essere applicato an-
che a sostanze che si dissociano o si associano (paragrafo 12).

A motivo della molteplicita di equilibri dell’acqua e dell’1-ottanolo presenti
nella ripartizione 1-ottanolo/acqua delle sostanze dissociabili, come acidi
organici e fenoli, basi organiche e composti organometallici, il coefficiente
di ripartizione 1-ottanolo/acqua ¢ una costante fortemente dipendente dalla
composizione elettrolitica (7) (8). Ai fini della determinazione di questo
coefficiente, ¢ necessario controllare il pH e la composizione elettrolitica, i
cui valori devono essere riportati nella relazione sulla prova. La valutazione
di questi coefficienti di ripartizione deve essere effettuata da specialisti («giu-
dizio esperto»). Utilizzando i valori delle costanti di dissociazione, occorre
scegliere valori di pH adeguati in modo da stabilire un coefficiente di ripar-
tizione per ciascuno stato di ionizzazione. I composti organometallici devono
essere testati usando tamponi non complessanti (8). Alla luce delle cono-
scenze attuali in materia di chimica in fase acquosa (costanti di complessa-
zione e di dissociazione), le condizioni sperimentali devono essere scelte in
modo da poter stimare la speciazione della sostanza in esame in fase ac-
quosa. La forza ionica deve essere identica in tutti gli esperimenti, grazie
all’utilizzo di un elettrolita di fondo.
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14.

17.

Le sostanze con bassa idrosolubilita o un elevato valore Pow possono creare
problemi in quanto le loro concentrazioni in acqua sono talmente deboli che
diventa difficile determinarle con esattezza. Il presente metodo di prova
fornisce indicazioni su come risolvere questo problema.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

11 livello di purezza dei reagenti chimici deve corrispondere almeno al grado
analitico. Si raccomanda di utilizzare sostanze non marcate, di composizione
chimica nota e di purezza pari almeno al 99 % o sostanze radiomarcate di
composizione chimica e purezza radiochimica note. Nel caso di traccianti
radioattivi a breve emivita, occorre applicare correzioni a fronte della degra-
dazione. Se la sostanza in esame ¢ radiomarcata, occorre usare un metodo
analitico specifico, in modo che la radioattivita misurata sia correlata diret-
tamente alla sostanza in esame.

. La stima del valore log v puo essere ottenuta utilizzando gli appositi soft-

ware venduti in commercio, o basandosi sul rapporto tra le solubilita in
entrambi i solventi.

. Prima di applicare il metodo dell’agitazione lenta per la determinazione del

Pow, occorre disporre delle seguenti informazioni sulla sostanza in esame:
a) formula strutturale;

b) metodi analitici adeguati per la determinazione della concentrazione della
sostanza in acqua e in 1-ottanolo;

c) costante o costanti di dissociazione di sostanze ionizzabili (Linea guida
OCSE n. 112) (9);

d

=

idrosolubilita (10);

e) idrolisi abiotica (11);

f) pronta biodegradabilita (12);
g) tensione di vapore (13).

DESCRIZIONE DEL METODO
Materiale e apparecchiatura

L’esperimento richiede un’apparecchiatura standard di laboratorio, in
particolare:

— agitatori magnetici e bacchette di agitazione magnetiche rivestite di Te-
flon per agitare la fase acquosa,

— strumenti analitici che permettono di determinare la concentrazione della
sostanza in esame alle concentrazioni previste,

— un agitatore dotato di rubinetto alla base. In funzione della stima del log
Pow e del limite di rivelabilita (Limit of Detection — LOD) della so-
stanza in esame, occorre considerare l’utilizzo di un recipiente di rea-
zione con la medesima geometria ma di volume superiore ad un litro, in
modo da ottenere un volume di acqua sufficiente per l’estrazione e
I’analisi chimiche. La concentrazione della sostanza in esame nell’estratto
acquoso sara pertanto piu elevata, rendendo cosi piu affidabile la deter-
minazione analitica. All’appendice 1 figura una tabella che riporta le
stime del volume minimo necessario, il LOD del composto, la stima
del valore log Pow e I’idrosolubilita del composto. La tabella si basa
sulla relazione tra il log Pow e il rapporto tra le solubilita in ottanolo e in
acqua, secondo Pinsuwan et al. (14):

log Pow = 0, 88 log SR 40, 41
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19.

20.

21.

22.

dove:

SR = Soct/Sw (concentrazione molare),

e sulla relazione presentata da Lyman (15) per la stima dell’idrosolubilita.
Le idrosolubilita calcolate con 1’equazione riportata nell’appendice 1
sono da considerarsi come una prima stima. Occorre rilevare che 1’uti-
lizzatore ¢ libero di determinare 1’idrosolubilitd mediante qualsiasi altro
rapporto che si ritenga rappresenti meglio il rapporto tra idrofobicita e
solubilita. Per i composti solidi, ad esempio, si raccomanda di includere
il punto di fusione nella previsione della solubilita. Se si utilizza un’equa-
zione modificata, occorre accertarsi che 1’equazione per il calcolo della
solubilita in ottanolo sia tuttora valida. L’appendice 2 riporta una rap-
presentazione schematica di un agitatore con rivestimento esterno in
vetro, di capacita di circa un litro. Le proporzioni del contenitore rap-
presentato nell’appendice 2 si sono dimostrate ottimali e devono essere
mantenute qualora si utilizzi un apparecchiatura di dimensioni diverse,

— ¢ indispensabile disporre di un dispositivo per mantenere costante la
temperatura durante 1’esperimento di agitazione lenta.

I recipienti devono essere in materiale inerte in modo che 1’adsorbimento
sulle loro superfici sia trascurabile.

Preparazione delle soluzioni di prova

La determinazione del Pow deve essere eseguita utilizzando 1-ottanolo della
qualita pin pura disponibile in commercio (grado di purezza minima di 99
%). Si raccomanda di purificare la soluzione mediante estrazione acida,
basica e con acqua, seguita da essiccazione. L’1-ottanolo puo, inoltre, essere
purificato per distillazione. Le soluzioni standard delle sostanze in esame
devono essere preparate con l-ottanolo purificato. L’acqua usata per la de-
terminazione del Pow deve essere distillata in apparecchi di vetro o quarzo, o
trattata con un sistema di purificazione o di qualita HPLC. La filtrazione
dell’acqua distillata deve essere eseguita mediante filtro di 0,22 pm; ¢ altresi
necessario prevedere delle prove in bianco per assicurarsi che gli estratti
concentrati non contengano impurita che possano interferire con la sostanza
in esame. Se si usa un filtro in fibra di vetro, occorre pulirlo lasciandolo
almeno tre ore in un forno a 400 °C.

Entrambi i solventi devono essere reciprocamente saturati prima dell’esperi-
mento, portandoli all’equilibrio in un recipiente sufficientemente grande. A
tal fine occorre sottoporre il sistema a due fasi di agitazione lenta per due
giorni.

Selezionare un’adeguata concentrazione della sostanza in esame e scioglierla
in 1-ottanolo (saturato con acqua). E necessario determinare il coefficiente di
ripartizione in soluzioni diluite in 1-ottanolo e acqua. Pertanto la concen-
trazione della sostanza di prova non deve superare il 70 % della sua solu-
bilita con una concentrazione massima di 0,1 M in ciascuna fase (1). Le
soluzioni di 1-ottanolo utilizzate per I’esperimento devono essere prive della
sostanza in esame in sospensione allo stato solido.

Sciogliere la quantita adeguata di sostanza in esame in 1-ottanolo (saturato
con acqua). Se la stima del valore logaritmico di Pow € superiore a 5, ci si
deve assicurare che le soluzioni di 1-ottanolo utilizzate per 1’esperimento non
contengano la sostanza in esame in sospensione allo stato solido. A tale fine,
si esegue la procedura seguente per le sostanze chimiche il cui valore stimato
di log Pow ¢ > 5:

— si scioglie la sostanza in esame in 1-ottanolo (saturato con acqua),
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23.

24.

25.

26.

Q)

— si lascia riposare la soluzione sufficientemente a lungo perché la sostanza
solida sospesa si depositi. Durante la decantazione, la concentrazione
della sostanza in esame ¢ monitorata,

— una volta che le concentrazioni misurate nella soluzione di 1-ottanolo
hanno raggiunto un valore stabile, si diluisce la soluzione madre con un
volume adeguato di 1-ottanolo,

— si misura la concentrazione della soluzione madre diluita. Se la concen-
trazione misurata € coerente con la diluizione, la soluzione madre diluita
puo essere utilizzata nell’esperimento ad agitazione lenta.

Estrazione e analisi di campioni

L’analisi della sostanza in esame ¢ effettuata mediante un metodo analitico
convalidato. I ricercatori devono dimostrare che, durante la prova, le concen-
trazioni nella fase di 1-ottanolo saturato con ’acqua e in fase acquosa satu-
rata con l-ottanolo sono superiori al limite di quantificazione del metodo
analitico usato. Occorre stabilire prima dell’esperimento i recuperi analitici
mediante analisi della sostanza in esame in fase acquosa e in fase 1-ottanolo,
laddove siano necessari metodi di estrazione. Il segnale analitico deve essere
corretto per tenere conto delle prove in bianco e si provvedera ad evitare
qualsiasi trasferimento dell’analita da un campione all’altro.

Prima dell’analisi, in caso di basse concentrazioni delle sostanze di prova
idrofobiche in fase acquosa, sara probabilmente necessario estrarre la fase
acquosa mediante un solvente organico e preconcentrare ’estratto. Per la
stessa ragione, ¢ necessario ridurre le concentrazioni delle eventuali prove
in bianco. A tale scopo, si devono utilizzare solventi di estrema purezza,
preferibilmente solventi utilizzati per I’analisi dei residui. Inoltre, una pulizia
accurata (ad esempio lavaggio con solvente o essiccazione a temperatura
elevata) degli strumenti in vetro prima dell’esperimento pud diminuire il
rischio di contaminazione incrociata.

E possibile ottenere una stima del log Pow con un apposito programma o
ricorrendo al parere di uno specialista. Se il suo valore ¢ superiore a sei, €
necessario prestare molta attenzione alle correzioni in funzione dei bianchi e
ai trasferimenti dell’analita da un campione all’altro. D’altro canto, se il log
Pow ¢ superiore a 6, ¢ obbligatorio uno standard surrogato per correggere il
tasso di recupero, in modo da ottenere fattori di preconcentrazione elevati.
Esistono in commercio diversi programmi software per il calcolo della stima
del log Pow ad esempio, Clog P (16), KOWWIN (17), ProLogP (18) e ACD
log P (19) (!). I riferimenti bibliografici (da 20 a 22) descrivono i vari metodi
di stima.

I limiti di quantificazione (limits of quantification — LOQ) della sostanza in
esame in l-ottanolo e in acqua sono stabiliti secondo metodi riconosciuti.
Come principio di base, il limite di quantificazione di un metodo corrisponde
alla concentrazione in acqua o in l-ottanolo che produce un rapporto
segnale-disturbo pari a dieci. Occorre scegliere metodi di estrazione e di
preconcentrazione adeguati e precisare i recuperi analitici. Occorre scegliere
un fattore di preconcentrazione adeguato che produca un segnale dell’inten-
sita richiesta nel corso della determinazione analitica.

Questa informazione ¢ fornita soltanto a titolo indicativo. Possono essere utilizzati altri

software equivalenti se ¢ dimostrato che producono gli stessi risultati.
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28.

29.

30.

31

32.

33.

In funzione dei parametri del metodo analitico e delle concentrazioni previ-
ste, si stabilisce il volume approssimativo del campione che permettera
un’accurata determinazione della concentrazione della sostanza. Per ottenere
un segnale analitico sufficiente, ¢ opportuno non utilizzare campioni di acqua
troppo esigui. D’altro canto, i campioni di acqua non devono neanche essere
troppo grandi, poiché il volume di acqua restante rischia di essere insuffi-
ciente per il numero minimo di analisi necessario (n = 5). Nell’appendice 1
sono riportati i volumi minimi dei campioni in funzione del volume del
recipiente, il limite di quantificazione della sostanza in esame e la sua solu-
bilita.

La quantificazione delle sostanze di prova si effettua per confronto con le
curve di calibrazione dei loro composti. Le concentrazioni nei campioni
analizzati devono essere comprese tra le concentrazioni degli standard.

Per le sostanze in esame il cui log Pow stimato € superiore a sei, occorre
aggiungere uno standard surrogato nel campione di acqua prima dell’estra-
zione per rilevare le perdite che si verificano durante I’estrazione e la pre-
concentrazione dei campioni di acqua. Affinché la correzione del recupero
sia accurata, gli standard surrogati devono avere proprietd molto simili o
identiche a quelle della sostanza in esame. A tale scopo, si utilizzano pre-
feribilmente analoghi marcati con isotopi (stabili) della sostanza di prova
(perdeuterati o marcati '>C, ad esempio). Se Iutilizzo di analoghi marcati
con isotopi stabili (**C o ?H) risulta impossibile, si deve dimostrare, basan-
dosi su dati affidabili tratti da pubblicazioni, che le proprieta fisico-chimiche
dello standard surrogato sono molto vicine a quelle della sostanza in esame.
Nel corso dell’estrazione liquido-liquido della fase acquosa possono formarsi
emulsioni, che possono essere ridotte con I’aggiunta di sale e lasciando
decantare I’emulsione tutta la notte. I metodi utilizzati per estrarre e precon-
centrare i campioni devono essere riportati nella relazione sulla prova.

Prima di essere analizzati, i campioni prelevati dalla fase 1-ottanolo possono,
se necessario, essere diluiti con un adeguato solvente. Inoltre, si raccomanda
I’utilizzo di standard surrogati per correggere il tasso di recupero per le
sostanze che hanno evidenziato un grado di variazione elevato nel corso
delle prove di recupero (deviazione standard relativa > 10 %).

La relazione sulla prova dovra contenere i dettagli del metodo analitico, e
includere: il metodo di estrazione, i fattori di preconcentrazione e di dilui-
zione, i parametri degli strumenti, il processo di calibrazione, I’intervallo di
calibrazione, il recupero analitico della sostanza in esame dall’acqua, 1’ag-
giunta di standard surrogati per correggere il tasso di recupero, i valori delle
prove in bianco, i limiti di rivelabilita e i limiti di quantificazione.

Esecuzione della prova
Rapporti volumetrici ottimali 1-ottanolo/acqua

La scelta dei volumi di acqua e di 1-ottanolo deve avvenire in funzione degli
elementi seguenti: il limite di quantificazione in 1-ottanolo e in acqua, i
fattori di preconcentrazione applicati ai campioni di acqua, i volumi di
campionamento prelevati in 1-ottanolo e in acqua nonché le concentrazioni
previste. Per ragioni sperimentali, il volume di 1-ottanolo nel metodo
dell’agitazione lenta deve essere scelto in modo che lo strato di 1-ottanolo
sia sufficientemente spesso (> 0,5 cm) da non risultare alterato dopo un
campionamento della fase 1-ottanolo.

Per determinare i composti il cui log Pow ¢ uguale o superiore a 4,5, il
rapporto tra i volumi di ciascuna fase abitualmente utilizzati sono da 20 a 50
ml di l-ottanolo e da 950 a 980 ml di acqua in un recipiente da un litro.
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35.
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37.

38.

39.

40.

41.

42.

Condizioni sperimentali

Durante la prova, al recipiente di reazione ¢ applicato un termostato in modo
da limitare la variazione di temperatura a meno di 1 °C. La prova deve
essere effettuata a 25 °C.

Il sistema sperimentale deve essere protetto dalla luce del giorno, effettuando
la prova in una camera oscura o coprendo il recipiente di reazione con un
foglio di alluminio.

La prova deve essere effettuata in un ambiente (per quanto possibile) privo
di polvere.

Il sistema 1-ottanolo/acqua ¢ agitato fino al raggiungimento dell’equilibrio. 11
tempo necessario per raggiungere 1’equilibrio ¢ valutato in un esperimento
pilota effettuando una prova ad agitazione lenta durante la quale I’acqua e
I’1-ottanolo sono sottoposti periodicamente a campionamento. I campiona-
menti devono avvenire ad intervalli di almeno cinque ore.

La determinazione del Poyw deve essere effettuata sulla base di almeno tre
prove indipendenti di agitazione lenta.

Determinazione del tempo necessario per raggiungere I’equilibrio

Si considera che I’equilibrio sia stato raggiunto quando la regressione del
rapporto delle concentrazioni 1-ottanolo/acqua in funzione del tempo (in un
arco temporale che comprende quattro punti) si traduce in una pendenza che
non si discosta in modo significativo da zero per un livello p uguale a 0,05.
Occorre raggiungere ’equilibrio almeno 24 ore prima di poter iniziare il
campionamento. In linea di massima, il campionamento delle sostanze il
cui log Pow stimato ¢ < 5 puo essere effettuato nel corso del secondo e
terzo giorno. E possibile che il tempo necessario per giungere all’equilibrio
sia pit lungo per le sostanze maggiormente idrofobiche. Nel caso di una
sostanza con log Pow = 8,23 (decaclorobifenile), sono state sufficienti 144
ore per raggiungere 1’equilibrio. L’equilibrio ¢ valutato mediante una serie di
campionamenti effettuati dallo stesso recipiente.

Inizio della prova

All’inizio della prova, riempire il recipiente di reazione con acqua saturata in
l-ottanolo; attendere quindi che il sistema raggiunga la temperatura
termostata.

Aggiungere con attenzione al recipiente di reazione la quantita voluta di
sostanza in esame (disciolta nel volume richiesto di 1-ottanolo saturato con
acqua). Si tratta di un momento critico della prova poiché si deve evitare una
miscela turbolenta delle due fasi. A tal fine, la fase l-ottanolo puo essere
versata delicatamente con una pipetta sulla parete del contenitore di prova,
vicino alla superficie dell’acqua. In tal modo scorrera lungo la parete for-
mando una pellicola sopra la fase acquosa. Evitare accuratamente di decan-
tare 1’1-ottanolo direttamente nella bottiglia; le gocce di 1-ottanolo non de-
vono cadere direttamente nell’acqua.

Una volta iniziata la fase di agitazione, aumentare lentamente la velocita.
Qualora non sia possibile regolare adeguatamente i motori dell’agitatore, si
consideri il ricorso ad un trasformatore. La velocita di agitazione deve essere
regolata in modo da creare un vortice nell’interfaccia acqua/l-ottanolo di
profondita massima compresa tra 0,5 e 2,5 cm. Occorre diminuire la velocita
di agitazione se la profondita del vortice supera 2,5 cm; altrimenti si possono
formare microgoccioline di 1-ottanolo nella fase acquosa che determinano
una sovrastimazione della concentrazione della sostanza in esame nell’acqua.
Sulla base dei risultati di una prova interlaboratorio di convalida (5), si
raccomanda di applicare una velocita massima di agitazione di 2,5 cm.
Cio rappresenta un compromesso che permette di giungere rapidamente
all’equilibrio pur limitando la formazione di microgoccioline di 1-ottanolo.
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49.

Prelievo e trattamento dei campioni

Prima di effettuare i prelievi, spegnere 1’agitatore e attendere che i liquidi si
immobilizzino. Una volta effettuato il campionamento, riavviare delicata-
mente ’agitatore, come sopra descritto, e quindi aumentare progressivamente
la velocita di agitazione.

I campioni di fase acquosa sono prelevati da un rubinetto posto alla base del
recipiente di reazione. Scartare sempre il volume morto di acqua contenuto
nei rubinetti (circa 5 ml per il contenitore illustrato nell’appendice 2). L’ac-
qua contenuta nei rubinetti non ¢ stata sottoposta ad agitazione e non ¢
pertanto in equilibrio con il resto del liquido. Prendere nota del volume
dei campioni di acqua e, al momento di determinare il bilancio di massa,
assicurarsi di tener conto della quantita di sostanza di prova presente nell’ac-
qua eliminata. Ridurre al minimo le perdite dovute a evaporazione facendo
scorrere delicatamente 1’acqua nell’imbuto separatore in modo da non per-
turbare lo strato acqua/l-ottanolo.

I campioni di 1-ottanolo sono ottenuti aspirando una piccola parte (circa 100
pl) dello strato di 1-ottanolo con una siringa da 100 pl in vetro e metallo,
evitando accuratamente di agitare 1’interfaccia. Prendere nota del volume di
liquido prelevato. E sufficiente una piccola quota, dato che il campione di 1-
ottanolo sara diluito.

Si devono evitare i trasferimenti inutili dei campioni. A tal fine ¢ opportuno
determinare il volume dei campioni mediante analisi gravimetrica. Nel caso
di campioni di acqua, il volume ¢ determinato mediante la raccolta del
campione in un imbuto di separazione che contiene gia il volume di solvente
richiesto.

DATI E RELAZIONE

Nel presente metodo di prova il valore Pow ¢ determinato effettuando tre
esperimenti ad agitazione lenta (tre unita sperimentali) con il composto in
esame, in condizioni sperimentali identiche. La regressione utilizzata per
dimostrare il raggiungimento dell’equilibrio deve basarsi sui risultati di al-
meno quattro determinazioni Co/Cyy effettuate in momenti consecutivi. Cio
consente di calcolare la varianza, come misura dell’incertezza del valore
medio ottenuto in ciascuna unitd sperimentale.

Il Pow pud essere caratterizzato dalla varianza dei dati ottenuti in ciascuna
unita sperimentale. Tali informazioni sono utilizzate per calcolare il Pow
come la media ponderata dei risultati di ciascuna unita sperimentale. A tal
fine, come coefficiente di ponderazione ¢ utilizzato I’inverso della varianza
dei risultati delle unita sperimentali. Di conseguenza, i dati che presentano
una accentuata variazione (espressa in termini di varianza), e che sono per-
tanto meno affidabili, incideranno in misura minore sul risultato finale ri-
spetto ai dati con varianza limitata.

La deviazione standard ponderata ¢ calcolata in modo analogo. Caratterizza
la ripetibilita della misurazione del Pow. Una deviazione standard ponderata
con valore basso sta a indicare una ripetibilita elevata della determinazione
del Pow in uno stesso laboratorio. L’elaborazione statistica formale dei dati &
riassunta come illustrato qui di seguito.
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Trattamento dei risultati
Dimostrazione del conseguimento dell equilibrio

11 logaritmo della relazione delle concentrazioni della sostanza in esame in 1-
ottanolo e in acqua (log Co/Cyy) € calcolato per ciascun tempo di prelievo. Il
raggiungimento dell’equilibrio chimico si dimostra tracciando una curva di
questa relazione in funzione del tempo. Una fase di plateau in questo trac-
ciato, in corrispondenza di almeno quattro punti consecutivi sull’asse del
tempo, indica che I’equilibrio ¢ stato raggiunto e che il composto ¢ com-
pletamente disciolto in l-ottanolo. In caso contrario, si deve proseguire la
prova fino ad ottenere, per quattro punti consecutivi sull’asse del tempo, una
pendenza non significativamente diversa da zero per un livello p uguale a
0,05, che dimostra che il log Co/Cy ¢ indipendente dal tempo.

Calcolo del log Pow

11 valore del log Pow dell’unita sperimentale corrisponde alla media ponde-
rata del logaritmo Co/Cy per la parte della curva del logaritmo Co/Cyw in
funzione del tempo per la quale ¢ stato dimostrato che 1’equilibrio ¢ stato
raggiunto. Questa media ¢ calcolata ponderando i dati con I’inverso della
varianza, in modo che 1’influenza dei dati sul risultato finale sia inversamente
proporzionale alla loro incertezza.

Media del log Poy

Il valore medio del log Pow di varie unita sperimentali corrisponde alla
media dei risultati di ciascuna unita sperimentale ponderati con le loro ri-
spettive varianze.

11 calcolo ¢ effettuato secondo la formula seguente:

IOg POWAAV = (EWi X 10g POW.i) X (2.Wi)71

dove:
log Pow; = valore log Pow di ciascuna unita sperimentale i;

log Pow,ay = valore medio ponderato di ciascuna determinazione di log
Pow;

Wi = ponderazione statistica attribuita al valore log Pow dell’unita
sperimentale i.

L’inverso  della varianza del log Pow; ¢ utilizzata come
wi[w; = (varlog POWJ’I)}.

La stima dell’errore della media del log Pow corrisponde alla ripetibilita del
log Co/Cyw determinato durante la fase di equilibrio in ciascuna unita speri-
mentale. E espressa come la deviazione ponderata standard del Pow av (Giog
Pow,av) Che a sua volta misura I’errore associato al log Pow ay. La deviazione
ponderata puo essere calcolata a partire dalla varianza ponderata (varog
Pow.Av) Nel modo seguente:

VaI'],;,g Pow,Av — (SWi X (log POW,i — lOg POW’AV)Z) X (SWi X (Il — 1))71

0,5
Glog Pow,Av = (Varlog Pow,Av)

dove «ny» rappresenta il numero di unita sperimentali.
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54.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve riportare le informazioni seguenti:
Sostanza in esame:

— nome comune, nome chimico, numero CAS, formula strutturale (even-
tualmente, con indicazione della posizione in caso di sostanze radiomar-
cate) e proprieta fisico-chimiche pertinenti (cfr. paragrafo 17),

— purezza (impurita) della sostanza in esame,

— purezza radiochimica delle sostanze marcate e attivita molare (se del
caso),

— stima preliminare del log Pow e metodo utilizzato per calcolare questo
valore.

Condizioni sperimentali:

— date di realizzazione degli studi,

— temperatura nel corso dell’esperimento,

— volumi di 1-ottanolo e di acqua all’inizio della prova,

— volumi dei campioni di 1-ottanolo e di acqua prelevati,

— volumi di 1-ottanolo e di acqua che restano nei recipienti di prova,

— descrizione dei recipienti di prova e delle condizioni di agitazione (la
geometria della barra di agitazione e del recipiente di prova, altezza del
vortice in mm, e quando disponibile:

— metodi analitici utilizzati per determinare la sostanza in esame e loro
limite di quantificazione,

— tempi di campionamento,

— pH della fase acquosa e tamponi utilizzati quando si regola il pH in
presenza di molecole ionizzabili,

— numero di ripetizioni.
Risultati:
— ripetibilita e sensibilitad dei metodi analitici usati,

— concentrazioni della sostanza di prova determinate in 1-ottanolo e in
acqua in funzione del tempo,

— dimostrazione del bilancio di massa,

— temperatura e deviazione standard della temperatura o intervallo delle
temperature, durante la prova,

— regressione del rapporto delle concentrazioni in funzione del tempo,
— valore medio del log P,y sy € suo errore standard,

— analisi e interpretazione dei risultati,
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— esempi di dati grezzi di analisi rappresentative (tutti i dati grezzi devono
essere conservati conformemente alle buone pratiche di laboratorio), in
particolare il tasso di recupero dei surrogati, il numero di livelli utilizzato
nella calibrazione (oltre ai criteri per il coefficiente di correlazione della
curva di taratura) e risultati del GQ/CQ,

— se ¢ disponibile: relazione di validazione del protocollo sperimentale (da
citare nei riferimenti bibliografici).
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Appendice 1

Tabelle di calcolo dei volumi minimi di acqua richiesti per I’individuazione
delle sostanze in esame con valori log Pow diversi in fase acquosa

Ipotesi:

— Volume massimo di ciascuna aliquota = 10 % del volume totale; 5 aliquote =
50 % del volume totale

— Concentrazione delle sostanze in esame = 0,7 X solubilita in ciascuna fase.
Se le concentrazioni sono inferiori, si dovranno utilizzare volumi maggiori

— Volume utilizzato per la determinazione del limite di rivelabilita (LOD) =
100 ml

— 1l rapporto del log Pow in funzione di log Sw e del log Pow in funzione di
SR (solubilita relativa, S,./Sy,) sono rappresentazioni ragionevoli dei rapporti
per le sostanze in esame

Stima di S,,
log Po equazione log S, S, (mg/l)
4 (—)0,922 x log Poy + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (-)0,922 x log Py + 4,184 0,035 1,084E-+00
5 (-)0,922 x log Puy + 4,184 0,426 3,750E-01
5,5 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -1,348 4,487E-02
6,5 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -1,809 1,552E-02
7 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (-)0,922 x log P,y + 4,184 -3,192 6,427E-04
Stima di S,
log Poy equazione Soet (mg/l)
4 log Pow = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log Pow = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log Po,w = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log Po,w = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log Pow = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log P,y = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,y = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log Pow = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log Pow = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05
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(mg) (mg) (mg/l) (mg) (mg/l)

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
1 686 1 664 1,0127 1,0660 1 685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43 149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52 632 0,0672 0,0707 3535 70 691

4 524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 5263 16 0,0110 0,0116 5790 115 807
7411 1 664 357 0,0045 0,0047 7411 148 223
9 486 5263 158 0,0018 0,0019 9486 189 713

Calcolo dei volumi

Volume minimo richiesto per la fase H,O a ciascuna concentrazione del limite di
rivelabilita (LOD)

log Kow LOD (microgrammi/l)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34 950
7 8,64 86,35 864 8 635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Volume usato 0,1
per LOD (1)
Legenda

Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equili-
brazione da 1 litro.

Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equili-
brazione da 2 litri.

Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equili-
brazione da 5 litri.

Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equili-
brazione da 10 litri.

Supera del 10 % anche il recipiente di equilibrazione da 10 litri.
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Tabella riassuntiva dei volumi necessari, in funzione della solubilita dell’acqua e del Log Pow

Volume minimo richiesto per la fase H,O ad ogni concentrazione LOD (ml)

log Pow S (mg/!) |LOD (microgrammi/)— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1 189,86
45 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1 738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 435 4345 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 | 148543 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 | 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 | 2539,18 25391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 | 507836 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 | 217025 21 702,46
0,0125 434 43,40 434,05 | 434049 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 | 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 | 180854 | 1808539 | 180853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 | 772885 77 288,50
0,003 15,46 154,58 | 154577 | 15457,70 | 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 | 231866 | 2318655 | 231865,51
0,001 46,37 463,73 | 463731 | 46373,10 | 463 731,03
7.5 0,002 19,82 198,18 | 1981,77 | 1981773 | 198 177,33
0,001 39,64 396,35 |  3963,55 | 3963547 | 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 | 7927,09 | 7927093 | 792 709,32
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log Py, S, (mg/l) |LOD (microgrammi/l)—| 0,001 0,01 0,10 1,00 10
0,00025 158,54 | 158542 | 15854,19 | 158 541,86 | 1585 418,63

0,001 33,88 338,77 | 3387,68 | 33876,77| 338767,72

0,0005 67,75 677,54 | 677535 | 67753,54| 67753544

0,00025 135,51 135507 | 13550,71 | 135507,09 | 1355 070,89

0,000125 271,01 | 2710,14 | 27101,42 | 271 014,18 | 2710 141,77

Volume usato per la deter-
minazione del LOD (1)

0,1




02008R0440 — IT — 14.10.2024 — 010.001 — 123

Appendice 2

Esempio di recipiente di prova con rivestimento esterno in vetro per il
metodo dell’agitazione lenta al fine di determinare il Pow.

TJ—H

war OEZ

)
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A.24. COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE (N-OTTANOLO/ACQUA),
METODO DELLA CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA
PRESTAZIONE (HPLC)

INTRODUZIONE

11 presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE n. 117
(2004).

1. 1l coefficiente di ripartizione (P) ¢ definito come il rapporto tra le concen-
trazioni all'equilibrio di una sostanza disciolta in un sistema a due fasi
costituito da due solventi pressoché immiscibili. Nel caso del n-ottanolo e
dell'acqua:

C, — ottanolo
P()W’ = ni

Cacqua

11 coefficiente di ripartizione ¢ adimensionale poiché ¢ il quoziente di due
concentrazioni, e viene generalmente espresso sotto forma del suo logaritmo
decimale.

2. P, € un parametro chiave negli studi sul destino ambientale delle sostanze
chimiche. E stata dimostrata l'esistenza di una relazione altamente signifi-
cativa tra il P,,, delle sostanze in forma non ionizzata e il loro bioaccumulo
nei pesci. E stato inoltre dimostrato che il Py, ¢ un parametro utile nella
previsione dell'assorbimento nel terreno e nei sedimenti, nonché per stabilire
relazioni quantitative struttura-attivita per un'ampia gamma di effetti
biologici.

3. La proposta originaria del presente metodo di prova si basava su un articolo
di C.V. Eadsforth and P. Moser (1). Lo sviluppo del metodo di prova e
l'esecuzione di una prova comparativa tra laboratori OCSE sono stati coor-
dinati dall'Umweltbundesamt (Agenzia federale per 'ambiente) della Repub-
blica federale di Germania nel 1986 (2).

CONSIDERAZIONI INIZIALI

4. I valori log P,y nell'intervallo da — 2 a 4 (talora fino a 5 e oltre) (') possono
essere determinati sperimentalmente utilizzando il metodo Shake-Flask (ca-
pitolo A.8 del presente allegato, linea guida dell'lOCSE n. 107). Il metodo
HPLC si applica per log P, nell'intervallo da 0 a 6 (1)(2)(3)(4)(5). Questo
metodo puo richiedere una stima di P, per l'assegnazione di sostanze di
riferimento adeguate e l'avallo delle conclusioni tratte dai risultati della
prova. I metodi di calcolo sono discussi brevemente nell'Appendice del
presente metodo di prova. La modalita operativa del metodo HPLC ¢ in
isocratica.

5. I valori di P, dipendono dalle condizioni ambientali quali la temperatura, il
pH, la forza ionica, ecc., queste dovrebbero essere definite nell'esperimento
ai fini di una corretta interpretazione dei dati P,,. Per le sostanze ionizzabili
potrebbe rendersi disponibile, ed essere utilizzato in alternativa, un altro
metodo (ad esempio, il metodo pH-metrico per le sostanze ionizzate (6)
descritto nel progetto di linea guida OCSE). Sebbene questo progetto di
linea guida OCSE possa essere appropriato per determinare il P, per tali
sostanze ionizzabili, in alcuni casi € piu opportuno utilizzare il metodo
HPLC a un pH pertinente dal punto di vista ambientale (cfr. paragrafo 9).

(Y) La fissazione di un limite superiore ¢ imposta dalla necessita di realizzare una fase di
separazione completa dopo gli adeguamenti dell'equilibrio di ripartizione e prima del
prelievo dei campioni per le determinazioni analitiche. Se si presta particolare attenzione,
il limite superiore pud essere esteso a valori piu alti di Pgy,.
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10.

PRINCIPIO DELLA PROVA

Il metodo HPLC a fase inversa ¢ condotto su colonne analitiche impaccate
con una fase solida disponibile in commercio contenente idrocarburi a
catena lunga (ad esempio C8, C18) chimicamente legati su silice.

Una sostanza chimica iniettata su una colonna di questo tipo si riparte tra la
fase mobile del solvente e la fase stazionaria idrocarburica man mano che
viene trasportata lungo la colonna dalla fase mobile. Le sostanze sono
ritenute  in  proporzione al loro  coefficiente di  ripartizione
idrocarburo-acqua con le sostanze idrofile eluite per prime e quelle lipofile
per ultime. Il tempo di ritenzione & descritto dal fattore di capacita k dato
dalla seguente espressione:

tR —
. Sl
to

dove tg ¢ il tempo di ritenzione della sostanza in esame e t, ¢ il tempo
morto, ossia il tempo medio necessario perché una molecola di solvente
passi attraverso la colonna. Non sono richiesti metodi analitici quantitativi
ed ¢ necessaria solo la determinazione dei tempi di ritenzione.

Il coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua di una sostanza in esame pud
essere calcolato sperimentalmente determinando il suo fattore di capacita k e
quindi inserendo k nella seguente equazione:

log Ppyy =a+b xlog k

dove
a, b = coefficienti di regressione lineare.

L'equazione riportata sopra pud essere ottenuta mediante la regressione
lineare del logaritmo dei coefficienti di ripartizione ottanolo/acqua delle
sostanze di riferimento rispetto al logaritmo dei fattori di capacita delle
sostanze di riferimento.

Il metodo HPLC a fase inversa consente di ottenere la stima dei coefficienti
di ripartizione nell'intervallo del log P,, compreso tra 0 e 6, ma tale
intervallo puo essere esteso in casi eccezionali tra 6 e 10. Cid puo richiedere
la modifica della fase mobile (3). Il metodo non ¢ applicabile a basi e acidi
forti, complessi metallici, sostanze che reagiscono con l'eluente o tensio-
attivi. E possibile effettuare misurazioni sulle sostanze ionizzabili nella loro
forma non ionizzata (acido libero o base libera) unicamente utilizzando un
tampone appropriato con un pH inferiore al pK, per un acido libero o
superiore al pK, per una base libera. Il metodo pH-metrico per l'esecuzione
di prove sulle sostanze ionizzabili (6) potrebbe diventare disponibile ed
essere utilizzato come metodo alternativo (6). Se il valore di log Py, ¢
determinato ai fini della classificazione dei pericoli per l'ambiente o della
valutazione del rischio ambientale, la prova va eseguita nell'intervallo di pH
pertinente per l'ambiente naturale, ossia con un pH compreso tra 5 e 9.

In alcuni casi la presenza di impurita pud complicare l'interpretazione dei
risultati a causa delle incertezze nell'assegnazione dei picchi. Per le miscele
che risultano in una banda non risolta, si devono indicare i limiti superiore e
inferiore di log P, e l'area percentuale di ciascun picco di log P,,. Per le
miscele costituite da un gruppo di omologhi, ¢ necessario indicare anche la
media ponderata del log P, (7), calcolata sulla base dei singoli valori P, e
i corrispondenti valori percentuali dell'area di picco (8). Tutti i picchi che
contribuiscono a un'area del 5 % o piu dell'area totale di picco devono
essere presi in considerazione nel calcolo (9):
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11.

12.

13.

15.

. (log Poi) (% superf. log P,;)(%,; superf .
media ponderata log P,,, = 2. (log _"”)(/mp‘.rf). — 2log o super] )
% superficie totale picchi > % superficie

La media ponderata del log P, ¢ valida solo per le sostanze o le miscele
(ad esempio, il tallolio) costituite da omologhi (ad esempio, serie di alcani).
Le misurazioni delle miscele possono restituire risultati significativi, a con-
dizione che il rivelatore analitico utilizzato abbia la stessa sensibilita verso
tutte le sostanze della miscela e che esse possano essere adeguatamente
risolte.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

La costante di dissociazione, la formula di struttura e la solubilita nella fase
mobile devono essere note prima di utilizzare il metodo. Inoltre, sarebbe
utile disporre delle informazioni sull'idrolisi.

CRITERI DI QUALITA

Per aumentare l'affidabilitd della misurazione, le determinazioni devono
essere eseguite in duplicato.

— Ripetibilita: il valore di log P, ottenuto da miswurazioni ripetute ef-
fettuate nelle stesse condizioni e utilizzando lo stesso gruppo di sostanze
di riferimento deve essere nell'intervallo di + 0,1 unita logaritmiche.

— Riproducibilita: se le misurazioni sono ripetute con un altro gruppo di
sostanze di riferimento, i risultati possono differire. In genere, il coef-
ficiente di correlazione R per la relazione tra log k e log P,y per un
gruppo di sostanze in esame ¢ di circa 0,9, valore corrispondente a un
coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua del log P, di £ 0,5 unita
logaritmiche.

La prova comparativa interlaboratorio ha mostrato che, con il metodo
HPLC, i valori di log P, possono essere ottenuti entro + 0,5 unita dei
valori ottenibili con il metodo Shake-Flask (2). In letteratura ¢ possibile
trovare altre comparazioni (4)(5)(10)(11)(12). I risultati pitt accurati si ot-
tengono con grafici di correlazione basati su sostanze di riferimento aventi
una struttura simile (13).

SOSTANZE DI RIFERIMENTO

Al fine di correlare il fattore di capacita misurato k di una sostanza con il
relativo Py, ¢ necessario tracciare un grafico di taratura utilizzando almeno
6 punti (cfr. paragrafo 24). E' compito dell'utilizzatore selezionare le so-
stanze di riferimento appropriate. Le sostanze di riferimento normalmente
devono avere valori di log P, comprendenti il log P, della sostanza in
esame; per esempio, almeno una sostanza di riferimento deve avere un P,
superiore a quello della sostanza in esame e un'altra sostanza di riferimento
deve avere un P, inferiore a quello della sostanza in esame. L'estrapola-
zione va utilizzata unicamente in casi eccezionali. E preferibile che tali
sostanze di riferimento siano strutturalmente simili alla sostanza in esame.
I valori di log P, delle sostanze di riferimento utilizzati per la taratura
devono essere basati su dati sperimentali attendibili. Tuttavia, per le so-
stanze con un log P, elevato (generalmente superiore a 4), ¢ possibile
utilizzare valori calcolati, a meno che non si disponga di dati sperimentali
attendibili. Se si utilizzano valori estrapolati, ¢ necessario specificare un
valore limite.

Sono disponibili lunghi elenchi di valori di log P, per molti gruppi di
sostanze chimiche (14)(15). Se non sono disponibili dati sui coefficienti di
ripartizione di sostanze strutturalmente simili, si pud usare una taratura piu
generale basata su altre sostanze di riferimento. Nella tabella 1 sono elen-
cate le sostanze di riferimento consigliate e i rispettivi valori di P,,,. Per le
sostanze ionizzabili, i valori forniti si applicano alla forma non ionizzata.
L'attendibilita e la qualita dei valori sono state verificate durante la prova
comparativa interlaboratorio.
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Tabella 1

Sostanze di riferimento raccomandate

Numero CAS Sostanza di riferimento log Poy, pKa
1 78-93-3 2-butanone 0,3
(metiletilchetone)
2 1122-54-9 4-acetilpiridina 0,5
3 62-53-3 Anilina 0,9
4 103-84-4 Acetanilide 1,0
5 100-51-6 alcole benzilico 1,1
6 150-76-5 4-metossifenolo 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 acido fenossiacetico 1,4 pKa = 3,12
8 108-95-2 Fenolo 1,5 pKa = 9,92
9 51-28-5 2,4-dinitrofenolo 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 benzonitrile 1,6
11 140-29-4 fenilacetonitrile 1,6
12 589-18-4 alcole 4-metilbenzilico 1,6
13 98-86-2 acetofenone 1,7
14 88-75-5 2-nitrofenolo 1,8 pKa = 7,17
15 121-92-6 acido 3-nitrobenzoico 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-cloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 nitrobenzene 1,9
18 104-54-1 alcole cinnamilico 1,9
(alcole cinnamico)

19 65-85-0 acido benzoico 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-cresolo 1,9 pKa = 10,17
21 140-10-3 acido cinnamico 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anisolo 2,1
23 93-58-3 benzoato di metile 2,1
24 71-43-2 Benzene 2,1
25 99-04-7 acido 3-metilbenzoico 2.4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-clorofenolo 2.4 pKa = 9,1
27 79-01-6 tricloroetilene 2,4
28 1912-24-9 Atrazina 2,6
29 93-89-0 benzoato di etile 2,6
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30 1194-65-6 2,6-diclorobenzonitrile 2,6

31 535-80-8 acido 3-clorobenzoico 2,7 pKa = 3,82
32 108-88-3 Toluene 2,7

33 90-15-3 1-naftolo 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-dicloroanilina 2,8

35 108-90-7 clorobenzene 2,8

36 1746-13-0 allilfenil etere 2,9

37 108-86-1 bromobenzene 3,0

38 100-41-4 Etilbenzene 3,2

39 119-61-9 benzofenone 3,2

40 92-69-3 4-fenilfenolo 32 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timolo 33

42 106-46-7 1,4-diclorobenzene 34

43 122-39-4 difenilammina 34 pKa = 0,79
44 91-20-3 Naftalene 3,6

45 93-99-2 benzoato di fenile 3,6

46 98-82-8 isopropilbenzene 3,7

47 88-06-2 2,4,6-triclorofenolo 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenil 4,0

49 120-51-4 benzoato di benzile 4,0

50 88-85-7 2,4-dinitro-6-sec-butilfenolo 4,1

51 120-82-1 1,2,4-triclorobenzene 42

52 143-07-7 acido dodecanoico 42 pKa =53
53 101-84-8 Difeniletere 42

54 85-01-8 Fenantrene 4.5

55 104-51-8 n-butilbenzene 4,6

56 103-29-7 Dibenzile 4,8

57 3558-69-8 2,6-difenilpiridina 49

58 206-44-0 Fluorantene 5,1

59 603-34-9 trifenilammina 5,7

60 50-29-3 DDT 6,5
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

DESCRIZIONE DEL METODO
Stima preliminare del coefficiente di ripartizione

Se necessario, ¢ possibile stimare il coefficiente di ripartizione della so-
stanza in esame, preferibilmente ricorrendo a un metodo di calcolo (cft.
Appendice) o, se del caso, utilizzando il rapporto della solubilita della
sostanza in esame nei solventi puri.

Apparecchiatura

E richiesto un cromatografo in fase liquida dotato di pompa a bassi impulsi
e di un sistema di rivelazione adeguato. Un rivelatore UV, che utilizza una
lunghezza d'onda di 210 nm, o un rivelatore RI sono applicabili ad un'am-
pia gamma di gruppi chimici. La presenza di gruppi polari nella fase sta-
zionaria pud compromettere gravemente le prestazioni della colonna HPLC.
Pertanto, le fasi stazionarie devono contenere una percentuale minima di
gruppi polari (16). Si possono usare riempimenti commerciali a fase inversa
a microparticelle o colonne preimpaccate. Si pu6 posizionare una colonna di
protezione tra il sistema di iniezione e la colonna analitica.

Fase mobile

Per preparare il solvente di eluizione, che viene degassato prima dell'uso, si
utilizzano il metanolo per HPLC e l'acqua distillata o deionizzata. Si consi-
glia di optare per I'eluizione isocratica. Si devono usare rapporti metanolo/
acqua con un contenuto minimo di acqua del 25 %. Normalmente, una
miscela metanolo/acqua 3:1 (v/v) ¢ soddisfacente per eluire sostanze aventi
un log P pari a 6 in un'ora ad una portata di 1 ml/min. Per le sostanze con
un log P superiore a 6 puo essere necessario abbreviare il tempo di elui-
zione (e quello delle sostanze di riferimento) diminuendo la polarita della
fase mobile oppure la lunghezza della colonna.

La sostanza in esame e le sostanze di riferimento devono essere solubili
nella fase mobile, in concentrazione sufficiente a consentirne la rilevazione.
Solo in casi eccezionali si possono usare degli additivi con la miscela
metanolo-acqua perché modificano le proprieta della colonna. In questi
casi € necessario accertarsi che i tempi di ritenzione delle sostanze in esame
e delle sostanze di riferimento non siano influenzati. Se la miscela
metanolo-acqua non ¢ appropriata, si possono usare altre miscele solvente
organico-acqua, per esempio etanolo-acqua, acetonitrile-acqua o alcole iso-
propilico (2-propanolo)-acqua.

I1 pH dell'eluente ¢ un fattore critico per le sostanze ionizzabili. Esso deve
rientrare nell'intervallo operativo di pH della colonna, che di solito ¢ com-
preso tra 2 e 8. Si raccomanda di tamponare la soluzione. Occorre aver cura
di evitare la precipitazione di sali e il deterioramento della colonna che si
verificano con alcune miscele di fase organica/tampone. Le misurazioni
mediante HPLC con fasi stazionarie a base di silice al di sopra di pH 8
non sono generalmente consigliabili perché I'uso di una fase mobile alcalina
puo provocare un rapido deterioramento delle prestazioni della colonna.

Soluti

Le sostanze in esame e di riferimento devono essere sufficientemente pure
per poter assegnare i picchi nei cromatogrammi alle rispettive sostanze. Le
sostanze da usare a scopo di prova o di taratura devono, se possibile, essere
disciolte nella fase mobile. Se si utilizza un solvente diverso dalla fase
mobile per sciogliere le sostanze in esame e di riferimento, ¢ necessario
utilizzare la fase mobile per la diluizione finale prima dell'iniezione.

Condizioni sperimentali

Durante la misura le variazioni della temperatura non devono essere supe-
riori a £ 1 °C.
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23.

24.

25.

26.

Determinazione del tempo morto t,

Il tempo morto t, pud essere misurato utilizzando sostanze organiche non
ritenute (ad esempio tiourea o formammide). Un tempo morto pit preciso
puo essere ottenuto dai tempi di ritenzione misurati o da una successione di
circa 7 elementi di una serie omologa (ad esempio, n-alchilmetilchetoni)
(17). 1 tempi di ritenzione tg (nct+ 1) sono tracciati in funzione di tg (n¢),
dove nc ¢ il numero di atomi di carbonio. Si ottiene una retta, tg (nc + 1) =
A tg (nc) + (1 — A)ty, dove A, che rappresenta k(nc + 1)/k(nc), € costante.
Il tempo morto t, ¢ ottenuto dall'intercetta (1 — A)ty e dal coefficiente
angolare A.

Equazione di regressione

La fase successiva consiste nel tracciare un log di correlazione k in funzione di
un log P per le sostanze di riferimento appropriate con valori di log P simili al
valore previsto per la sostanza in esame. In pratica, sono iniettate simultanea-
mente da 6 a 10 sostanze di riferimento. La determinazione dei tempi di
ritenzione ¢ effettuata preferibilmente con un registratore-integratore collegato
al sistema di rivelazione. I logaritmi corrispondenti dei fattori di capacita, log
k, sono tracciati come una funzione di log P. L'equazione di regressione viene
eseguita a intervalli regolari, almeno una volta al giorno, in modo da tenere
conto di eventuali variazioni delle prestazioni della colonna.

DETERMINAZIONE DEL Pow DELLA SOSTANZA IN ESAME

La sostanza in esame ¢ iniettata nelle piu piccole quantita rilevabili. 11
tempo di ritenzione viene determinato in duplicato. Il coefficiente di ripar-
tizione della sostanza in esame ¢ ottenuto mediante interpolazione del fat-
tore di capacita calcolato sul grafico di taratura. Per coefficienti di riparti-
zione molto bassi 0 molto elevati ¢ necessario ricorrere all'estrapolazione. In
particolare in questi casi bisogna prestare attenzione ai limiti di confidenza
della retta di regressione. Se il tempo di ritenzione del campione ¢ al di
fuori dell'intervallo dei tempi di ritenzione ottenuti per gli standard, ¢ ne-
cessario specificare un valore limite.

DATI E RELAZIONE
Relazione sulla prova

La relazione deve includere i seguenti elementi:

— la stima preliminare del coefficiente di ripartizione (se determinata), i
valori stimati e il metodo utilizzato; se € stato utilizzato un metodo di
calcolo, la descrizione completa dello stesso, ivi incluse 1'identificazione
della base dati e informazioni dettagliate sulla scelta dei frammenti;

— le sostanze in esame e di riferimento: la purezza, la formula di struttura
e il numero CAS;

— la descrizione dell'apparecchiatura e delle condizioni operative: la co-
lonna analitica e la colonna di protezione;

— la fase mobile, i mezzi di rilevamento, l'intervallo di temperatura, il pH;

— 1 profili di eluizione (cromatogrammi);

— il tempo morto e come ¢ stato misurato;

— 1 dati di ritenzione e i valori di log P, desunti dalla letteratura per le
sostanze di riferimento usate nella taratura;

— 1 dettagli sulla retta di regressione stimata (log k in rapporto a log P,,,) e
il coefficiente di correlazione della retta, compresi gli intervalli di
confidenza;
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— i dati di ritenzione media e il valore interpolato di log P, per la
sostanza in esame;

— nel caso di una miscela: il cromatogramma del profilo di eluizione con
indicazione dei valori soglia;

— i valori di log P, in relazione all'area percentuale del picco del log P,;
— il calcolo mediante il ricorso a una retta di regressione;
— la media ponderata dei valori di log P, calcolati, se pertinente.
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Appendice

Metodi di calcolo del Pow
INTRODUZIONE

Quest'appendice fornisce una breve introduzione al calcolo del P,,. Per
ulteriori informazioni, si rimanda il lettore ai libri di testo (1)(2).

I valori calcolati del P, sono utilizzati per:

— decidere a quale metodo sperimentale ricorrere: il metodo Shake-Flask per
un log P, compreso tra -2 ¢ 4 ¢ il metodo HPLC per un log P, tra 0 e 6;

— selezionare le condizioni da utilizzare con HPLC (sostanze di riferi-
mento, rapporto metanolo/acqua);

— verificare l'attendibilita dei valori ottenuti mediante i metodi
sperimentali;

— fornire una stima quando non ¢ possibile applicare i metodi
sperimentali.

Principio dei metodi di calcolo

I metodi di calcolo suggeriti nel presente documento sono basati sulla
frammentazione teorica della molecola in sottostrutture adatte per le quali
sono noti incrementi di log P, affidabili. Il log P,,, ¢ ottenuto sommando i
valori dei frammenti e i termini di correzione per le interazioni intramole-
colari. Sono disponibili elenchi delle costanti di frammento e dei termini di
correzione (1)(2)(3)(4)(5)(6). Alcuni di questi vengono regolarmente aggior-
nati (3).

Affidabilita dei valori calcolati

In generale, l'affidabilita dei metodi di calcolo diminuisce con I'aumentare
della complessita della sostanza in esame. Nel caso di molecole semplici di
basso peso molecolare e con uno o due gruppi funzionali, ci si puo atten-
dere una deviazione da 0,1 a 0,3 unita di log P, tra i risultati dei differenti
metodi di frammentazione e i valori misurati. Il margine di errore dipende
dall'affidabilita delle costanti di frammento utilizzate, dalla capacita di rico-
noscere le interazioni intramolecolari (ad esempio, 1 legami idrogeno) e
dall'uso corretto dei termini di correzione. Nel caso delle sostanze ioniz-
zanti, ¢ necessario tenere conto della carica e del grado di ionizzazione (10).

Metodo Fujita-Hansch =

La costante del sostituente idrofobo, 7, introdotta originariamente da Fujita
et al. (7), ¢ definita come:

"X = log P,y (PhX) — log P, (PhH)
dove PhX ¢ un derivato aromatico e PhH la sostanza madre.

ad esempio "Cl = log Pow (C¢HsCl) — log P, (CeHg)
— 284 - 2,13
= 0,71

Il metodo m ¢ interessante soprattutto per le sostanze aromatiche. Sono
disponibili i valori @ per un gran numero di sostituenti (4)(5).

Metodo di Rekker

Con il metodo di Rekker (8) il valore log P, ¢ calcolato nel modo

seguente:

Log P,,, = Z afi + Z(termini di interazione)

! J
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dove a; ¢ il numero di volte che un dato frammento si presenta nella
molecola e f; ¢ I'incremento log P, del frammento. I termini di interazione
possono essere espressi come multiplo intero di una costante singola C,, (la
cosiddetta «costante magica»). Le costanti di frammento f; e C,, sono state
ricavate da un elenco di 1 054 valori sperimentali di P, di 825 sostanze
utilizzando l'analisi di regressione multipla (6)(8). La determinazione dei
termini di interazione viene eseguita secondo regole fisse (6)(8)(9).

Metodo di Hansch-Leo

Con il metodo di Hansch e Leo (4) il valore log P,,, ¢ calcolato nel modo
seguente:

Log Pow = Z af; + ijFj
i j

dove f; ¢ la costante di frammento, F; ¢ il termine (fattore) di correzione € a;
€ b; indicano la corrispondente frequenza con cui si presentano. Un elenco
di valori di frammento costituiti da atomi e gruppi e un elenco di termini di
correzione F;j sono stati ottenuti per approssimazioni successive derivandoli
da valori sperimentali di P, I termini di correzione sono stati suddivisi in
varie differenti classi (1) (4). Sono stati sviluppati pacchetti software per
tenere conto di tutte le regole e di tutti i termini di correzione (3).

METODO COMBINATO

11 calcolo del log P, di molecole complesse pud essere migliorato consi-
derevolmente se la molecola viene divisa in sottostrutture piu grandi per le
quali sono disponibili valori affidabili di log P, ottenuti da tabelle (3) (4)
o da misurazioni esistenti. Tali frammenti (ad esempio sostanze eterocicli-
che, antrachinone, azobenzene) possono essere poi combinati con i valori T
di Hansch o con le costanti di frammento di Rekker o Leo.

Osservazioni

o)

iii)

iv)

o

@

3

“

I metodi di calcolo sono applicabili unicamente a sostanze parzialmente o
completamente ionizzate quando vengono presi in considerazione i fattori di
correzione necessari.

Se si puo assumere la presenza di legami idrogeno intramolecolari, ¢ neces-
sario aggiungere i corrispondenti termini di correzione (approssimativamente
da+ 0,6 a+ 1,0 unita di log P,,) (1). Indicazioni della presenza di tali
legami possono essere ottenute da modelli tridimensionali o da dati
spettroscopici.

Se sono possibili varie forme tautomere, si deve assumere come base di
calcolo la forma piu probabile.

Bisogna seguire con attenzione le revisioni degli elenchi delle costanti di
frammento.
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A25. COSTANTI DI DISSOCIAZIONE IN ACQUA (METODO DELLA
TITOLAZIONE — METODO SPETTROFOTOMETRICO —
METODO CONDUTTIMETRICO)

INTRODUZIONE
Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del'lOCSE n. 112 (1981)

Presupposti

— Metodo analitico adeguato
— Solubilita in acqua

Informazioni generali

— Formula di struttura
— Conducibilita elettrica per il metodo conduttimetrico

Condizioni particolari

— Tutte le prove possono essere eseguite su sostanze di grado analitico o
commerciale. Vanno presi in considerazione anche i possibili effetti delle
impurita sui risultati.

— Il metodo della titolazione non ¢ adatto per sostanze a bassa solubilita (cfr.
infra: soluzioni campione).

— Il metodo spettrofotometrico ¢ applicabile soltanto alle sostanze con spettri di
assorbimento UV/Vis sufficientemente diversi per le forme dissociate e non
dissociate. Questo metodo puo essere adatto anche per sostanze a bassa
solubilita e dissociazioni non-acido/base, ad esempio la formazione dei
complessi.

— Nei casi in cui ¢ possibile utilizzare I'equazione di Onsager, il metodo con-
duttimetrico pud essere utilizzato anche a concentrazioni moderatamente
basse e nei casi di equilibri non-acido/base.

Documenti di riferimento

Il presente metodo di prova si basa sui metodi indicati nei riferimenti citati nella
sezione «Bibliografia» e nel documento Preliminary Draft Guidance for Prema-
nufacture Notification dell'EPA, del 18 agosto 1978.

INTRODUZIONE, OGGETTO, PORTATA, PERTINENZA, APPLICAZIONE
E LIMITI DI PROVA

La dissociazione di una sostanza in acqua €& importante per valutare il suo
impatto sull'ambiente. Essa determina la forma della sostanza che, a sua volta,
ne determina il comportamento e il trasporto. Puo incidere sull'adsorbimento
della sostanza chimica nel suolo e nei sedimenti e sull'assorbimento all'interno
di cellule biologiche.

Definizioni e unita di misura

La dissociazione ¢ la divisione reversibile in due o piu specie chimiche che
possono essere ionizzate. Il processo ¢ comunemente indicato dall'equilibrio:

RX= R+X
e la costante di equilibrio della concentrazione ¢é:

_[RYx]

K="y

Ad esempio, nel caso specifico in cui R ¢ l'idrogeno (la sostanza ¢ un acido), la
costante ¢:
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oppure

X

Sostanze di riferimento

Non ¢ necessario utilizzare le seguenti sostanze di riferimento ogni volta che si
esamina una nuova sostanza. Esse sono fornite soprattutto affinché la calibra-
zione del metodo possa essere effettuata periodicamente e che i risultati possano
essere confrontati con i risultati ottenuti con altri metodi.

Costante di disslociazione Temperatura in °C
(pKa) ()
p-nitrofenolo 7,15 251
acido benzoico 4,12 20
p-cloroanilina 3,93 20

(") Non ¢ disponibile alcun valore per la temperatura di 20 °C, ma si puo ritenere che la
variabilita dei risultati della misurazione sia superiore alle variazioni dovute alla tempe-
ratura

Sarebbe utile disporre di una sostanza con diversi pK, come indicato nella
sezione «Principio del metodo». Una siffatta sostanza potrebbe essere:

Acido citrico costante(;)iliSis(slc;ciazione Temp. in °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Principio del metodo

Il processo chimico descritto dipende generalmente solo in misura ridotta dalla
temperatura nell'intervallo delle temperature registrate nell'ambiente. La determi-
nazione della costante di dissociazione implica la misurazione delle concentra-
zioni delle forme dissociate e non dissociate della sostanza chimica in esame.
Conoscendo la stechiometria della reazione di dissociazione indicata nella
sezione «Definizioni e unita», si pud determinare la costante corrispondente.
Nel caso specifico descritto nel presente metodo di prova, la sostanza si comporta
come un acido o una base, ed il metodo piu facile consiste nel determinare le
relative concentrazioni nelle forme ionizzata e non ionizzata della sostanza e il
pH della soluzione. Il rapporto tra queste condizioni ¢ dato dall'equazione per
pK, nella sezione «Definizione e unita». Alcune sostanze presentano piu di una
costante di dissociazione e possono essere sviluppate formule analoghe. Alcuni
dei metodi qui descritti si applicano anche alla dissociazione non-acido/base.

Criteri di qualita

Riproducibilita

La costante di dissociazione va replicata (un minimo di tre determinazioni); i
valori devono essere compresi in un intervallo di + 0,1 unita logaritmiche.
DESCRIZIONE DEL METODO

Vi sono due differenti approcci per la determinazione del pK,. Uno comporta la
titolazione di una quantita nota della sostanza con un acido o una base standard,
a seconda dei casi; l'altro consiste nel determinare la concentrazione relativa delle
forme ionizzata e non ionizzata e la sua dipendenza dal pH.
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Preparazioni

I metodi basati su questi principi possono essere classificati come metodo della
titolazione, metodo spettrofotometrico e metodo conduttimetrico.

Soluzioni campione

Per il metodo della titolazione e quello conduttimetrico, dissolvere la sostanza
chimica in esame in acqua distillata. Per il metodo spettrofotometrico e altri
metodi sono utilizzate le soluzioni tampone. La concentrazione della sostanza
di prova non deve superare il valore minore tra 0,01 M e la meta della concen-
trazione di saturazione; per la preparazione delle soluzioni utilizzare la sostanza
nella forma piu pura disponibile. Se ¢ scarsamente solubile, la sostanza puo
essere disciolta in una piccola quantita di solvente miscibile con l'acqua prima
di essere aggiunta alle concentrazioni sopra indicate.

Le soluzioni devono essere sottoposte a controllo per verificare la presenza di
emulsioni utilizzando un fascio Tyndall, soprattutto se ¢ stato utilizzato un
co-solvente per migliorare la solubilita. Quando si utilizzano soluzioni tampone,
la loro concentrazione non deve superare 0,05 M.

Condizioni sperimentali
Temperatura

La temperatura deve essere controllata almeno a + 1 °C. La determinazione deve
essere effettuata, preferibilmente, a 20 °C.

Se si ritiene che i risultati varino in modo significativo in funzione della tempe-
ratura, ripetere la determinazione ad almeno altre due temperature. In tal caso, gli
intervalli di temperatura devono essere di 10°C, con un controllo di + 0,1 °C
circa.

Analisi

Il metodo sara determinato dalla natura della sostanza chimica in esame. Esso
deve essere sufficientemente sensibile da consentire la determinazione delle di-
verse specie a ciascuna delle concentrazioni della soluzione campione.

Esecuzione della prova
Metodo della titolazione

La soluzione campione ¢ determinata per titolazione con una soluzione acida o
basica standard, secondo il caso. Misurare il pH dopo ogni aggiunta di titolante.
Vanno effettuate almeno 10 aggiunte incrementali prima del punto di equiva-
lenza. Se l'equilibrio ¢ raggiunto abbastanza rapidamente, si puo utilizzare un
potenziometro registratore. Per questo metodo ¢ necessario conoscere con preci-
sione la quantita totale della sostanza e la sua concentrazione. Vanno prese le
precauzioni necessarie per escludere la presenza di CO,. I dettagli della proce-
dura, le misure precauzionali da adottare e il metodo di calcolo sono riportati
nelle prove standardizzate, ad esempio nei riferimenti (1), (2), (3) ¢ (4)

Metodo spettrofotometrico

Trovare una lunghezza d'onda in cui le forme ionizzate e non ionizzate della
sostanza presentano coefficienti di estinzione significativamente diversi. Lo spet-
tro di assorbimento UV/Vis € ottenuto da soluzioni di concentrazione costante, in
condizioni di pH in cui la sostanza ¢ praticamente non ionizzata, completamente
ionizzata e a diversi pH intermedi. Cio puo essere ottenuto mediante aggiunta di
acido (o di base) concentrato a un volume relativamente significativo di una
soluzione della sostanza in un tampone a piu componenti, inizialmente a pH
elevato (basso) (rif. 5), o aggiungendo volumi uguali della soluzione madre della
sostanza stessa, ad esempio in acqua o metanolo, a volumi costanti di varie
soluzioni tampone che coprono l'intervallo voluto di pH. A partire dai valori
di pH e di assorbanza alla lunghezza d'onda scelta si calcola un numero suffi-
ciente di valori pK, utilizzando i dati ottenuti per almeno 5 pH diversi ai quali il
tasso di ionizzazione della sostanza ¢ compreso tra il 10 e il 90 %. Ulteriori dati
sperimentali e metodo di calcolo sono riportati nel riferimento (1).
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Metodo conduttimetrico

Utilizzando una cella, la cui costante € nota e ridotta, misurare la conducibilita di
circa 0,1 M di soluzione della sostanza in acqua. Sono inoltre misurate le con-
ducibilita di alcune diluizioni, accuratamente preparate, di tale sostanza. La con-
centrazione ¢ dimezzata ogni volta, e la serie deve comprendere almeno un
ordine di grandezza di concentrazione. La conducibilita limite a una diluizione
infinita ¢ ottenuta eseguendo una sperimentazione simile con il sale di Na e
estrapolando. Si puo quindi calcolare il grado di dissociazione a partire dalla
conducibilita di ciascuna soluzione utilizzando 1'equazione di Onsager; successi-
vamente, applicando la legge di diluizione di Ostwald, la costante di dissocia-
zione pud essere calcolata con la seguente formula: K = o®C/(1 — «), dove C ¢ la
concentrazione in moli per litro e o ¢ la frazione dissociata. Vanno prese le
precauzioni necessarie per escludere la presenza di CO,. Ulteriori dati sperimen-
tali e metodo di calcolo sono indicati nei testi di riferimento e nei riferimenti (1),

(6) e (7).

DATI E RELAZIONE
Calcolo dei risultati
Metodo per titolazione

Il pK, ¢ calcolato per 10 punti misurati sulla curva di titolazione. Si calcola la
media e la deviazione standard di tali valori pK,. Vanno inclusi un grafico del
pH in funzione del volume di base o acido standard e una presentazione sotto
forma di tabella.

Metodi spettrofotometrici

L'assorbanza e il pH sono registrati per ciascuno spettro. Partendo dai punti
corrispondenti ai dati relativi agli spettri intermedi si calcolano almeno cinque
valori pKa, nonché la media e la deviazione standard dei risultati.

Metodo conduttimetrico

La conducibilita equivalente A ¢ calcolata per ciascuna concentrazione dell'acido
e per ciascuna concentrazione di una miscela di 1 equivalente di acido piu 0,98
equivalente di idrossido di sodio privo di carbonato. L'acido ¢ eccedente per
evitare un eccesso di OH™ dovuto all'idrolisi. Si rappresenta graficamente 1/A
in funzione di VC e si puo trovare il valore A, del sale mediante estrapolazione a
concentrazione zero.

Il valore Ao dell'acido puo essere calcolato utilizzando i valori forniti dalla
letteratura per H" and Na'. Il pK, puod essere ricavato dalle formule o = A;
/Ao € Ko = a>C/(1 — ) per ciascuna concentrazione. Si possono ottenere valori
migliori per K, procedendo a correzione per la mobilita e l'attivita. Calcolare le
medie e le deviazioni standard dei valori pK,.

Relazione sula prova

Tutti i dati grezzi e i valori calcolati per il pK, devono essere presentati assieme
al metodo di calcolo (preferibilmente sotto forma di tabella, come suggerito nel
rif. 1) cosi come i parametri statistici sopra descritti. Per i metodi per titolazione,
indicare informazioni dettagliate sui metodi di standardizzazione dei titolanti.

Per i metodi spettrofotometrici, presentare tutti gli spettri. Per il metodo condut-
timetrico riportare i dettagli della determinazione della costante di cella. Vanno
indicati la tecnica utilizzata, i metodi di analisi e la natura di eventuali tamponi
utilizzati.

La o le temperature sperimentali devono essere indicate.
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PARTE B: METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLA TOSSICITA
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INTRODUZIONE GENERALE

CARATTERIZZAZIONE DELLA SOSTANZA IN ESAME

Prima dell'inizio di qualsiasi studio di tossicita occorre conoscere la
composizione della sostanza in esame, incluse le impurita principali
e le proprieta fisico-chimiche pertinenti, compresa la stabilita.

Le proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame forniscono
informazioni importanti per la scelta della via di somministrazione,
per la progettazione dei vari studi e per il trattamento e la conser-
vazione della sostanza in esame.

L'elaborazione di un metodo analitico per la determinazione quali-
tativa e quantitativa della sostanza in esame (comprese, se possibile,
le principali impurita) nel mezzo di dosaggio e nel materiale bio-
logico deve precedere l'inizio dello studio.

Tutte le informazioni relative all'identificazione, alle proprieta
fisico-chimiche, alla purezza e al comportamento della sostanza
devono essere riportate nella relazione del saggio.

CURA DEGLI ANIMALI

Nei saggi di tossicita ¢ indispensabile esercitare un rigoroso con-
trollo delle condizioni ambientali e utilizzare tecniche adeguate per
la cura degli animali.

(1) Condizioni di alloggiamento

Le condizioni ambientali nei locali o nei recinti degli animali da
laboratorio devono essere appropriate per le specie sperimentali. Per
ratti, topi e porcellini d'India ¢ indicata una temperatura ambiente di
22 °C 3 °C con un'umidita relativa del 30-70 %. Per i conigli, la
temperatura deve essere di 20 + 3 °C con un'umidita relativa del
30-70 %.

Talune tecniche sperimentali sono particolarmente sensibili agli ef-
fetti della temperatura e, in tali casi, la descrizione del metodo di
saggio comprende indicazioni precise sulle condizioni adeguate. In
tutti gli studi di tossicita, la temperatura e I'umidita devono essere
controllate, registrate e riportate nella relazione finale dello studio.

L'illuminazione deve essere artificiale ed alternare 12 ore di luce e
12 ore di oscurita. Le condizioni di illuminazione devono essere
dettagliatamente registrate e riportate nella relazione finale dello
studio.

Salvo nel caso in cui venga diversamente specificato nel metodo,
gli animali dovranno essere alloggiati in gabbie individuali o con-
tenenti piccoli gruppi dello stesso sesso. In questo caso il numero
degli animali non dovra essere superiore a cinque.

Nelle relazioni sugli esperimenti effettuati su animali dovranno
essere indicati il tipo di gabbie utilizzate e il numero di animali
alloggiati in ogni gabbia sia durante l'esposizione alla sostanza
chimica che durante tutto il periodo successivo di osservazione.
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(ii) Condizioni di alimentazione

La dieta deve soddisfare tutte le esigenze nutrizionali della specie
utilizzata per il saggio. Qualora le sostanze in esame vengano som-
ministrate agli animali nella loro dieta, il valore nutrizionale degli
alimenti potrebbe essere ridotto per effetto dell'interazione tra la
sostanza ed un costituente dietetico. Nell'interpretazione dei risultati
dei saggi si dovra tener conto di questa possibilita. Gli animali
potranno essere nutriti con diete convenzionali da laboratorio ed
abbeverati con acqua a sazietd. La scelta della dieta potra essere
condizionata dalla necessita di garantire un apporto adeguato della
sostanza in esame, qualora essa venga somministrata con gli
alimenti.

I contaminanti dietetici suscettibili di influenzare la tossicita non
dovrebbero essere presenti in condizioni tali da causare interferenze.

METODI ALTERNATIVI

L'Unione europea ¢ impegnata a sviluppare e collaudare tecniche
alternative che consentano di ottenere lo stesso livello di informa-
zioni degli attuali esperimenti su animali, riducendo tuttavia il nu-
mero di animali utilizzati e le sofferenze ad essi inflitte o evitando
del tutto il ricorso agli animali.

Non appena perfezionati, tali metodi dovranno costituire, ove pos-
sibile, la scelta d'elezione per gli studi miranti alla caratterizzazione
dei rischi e alla conseguente classificazione ed etichettatura delle
sostanze in funzione dei rischi intrinseci.

VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE

Nella valutazione ed interpretazione dei saggi occorre tener conto
dei limiti entro i quali i risultati di studi su animali e in vitro
possono essere estrapolati direttamente all'uvomo; laddove si abbia
evidenza di effetti avversi per 1'uvomo, questa potra essere utilizzata
per confermare i risultati sperimentali.

RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

La maggior parte di detti metodi ¢ stata messa a punto nell'ambito
del programma per la definizione di linee guida elaborato dal-
I'OCSE in materia di saggi. Essi dovranno essere applicati in con-
formita con i principi delle buone pratiche di laboratorio allo scopo
di garantire il piu possibile il «reciproco riconoscimento dei dati».

Ulteriori informazioni sono reperibili nei riferimenti citati nelle
linee guida dell'OCSE e nell'ampia letteratura esistente in materia.
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B.1. bis.

1.1.

TOSSICITA ORALE ACUTA — METODO A DOSE FISSA

METODO

Questo metodo di prova ¢ equivalente al metodo OCSE TG 420
(2001)

INTRODUZIONE

I metodi tradizionali di valutazione della tossicita acuta utilizzano
come endpoint la morte degli animali. Nel 1984, la British Toxico-
logy Society ha proposto un nuovo metodo, basato sulla sommini-
strazione di una serie di dosi fisse (1), che invece di utilizzare come
endpoint la morte degli animali prevede l'osservazione di segni evi-
denti di tossicita in seguito alla somministrazione di una dose facente
parte di una serie prestabilita. In seguito a studi di validazione in vivo
eseguiti nel Regno Unito (2) e a livello internazionale (3), il proce-
dimento ¢ stato adottato come metodo di prova nel 1992. Successi-
vamente, le proprieta statistiche del metodo a dose fissa sono state
oggetto di valutazione in una serie di studi basati sull'impiego di
modelli matematici (4)(5)(6). Sia gli studi in vivo sia quelli di mo-
dellizzazione hanno dimostrato che il procedimento ¢ riproducibile,
utilizza un minor numero di animali provocando meno sofferenze
rispetto ai metodi tradizionali, e permette di classificare le sostanze
in maniera analoga agli altri metodi di prova della tossicita acuta.

Per indicazioni sulla scelta del metodo di prova piu adatto per un
determinato scopo, si rimanda alle linee guida OCSE sui test di
tossicita orale acuta (7), che contengono ulteriori informazioni sul-
I'esecuzione e sull'interpretazione del metodo di prova B.1 bis.

Il metodo prevede che nello studio principale si utilizzino solo dosi a
moderata tossicita, evitando di somministrare dosi che possano avere
un effetto letale. Inoltre non ¢ necessario somministrare dosi che
provocano notoriamente dolore e sofferenze gravi per effetto del-
l'azione corrosiva o fortemente irritante. Gli animali moribondi o
che manifestano dolore evidente o segni di sofferenza grave e persi-
stente devono essere sottoposti a eutanasia e ai fini dell'interpreta-
zione dei risultati devono essere assimilati agli animali morti durante
lo svolgimento del test. I criteri da applicare per decidere la soppres-
sione degli animali moribondi o in stato di grave sofferenza sono
oggetto di specifiche linee guida, che indicano anche come ricono-
scere i segni di morte prevedibile o imminente (8).

Il metodo fornisce informazioni sulla pericolosita della sostanza esami-
nata, permettendone la classificazione secondo il GHS (Global Harmo-
nized System), sistema armonizzato su scala mondiale per la classifica-
zione delle sostanze chimiche che causano tossicita acuta (9).

Prima di effettuare lo studio, il laboratorio che esegue il test deve
consultare tutte le informazioni disponibili sulla sostanza di prova, tra
cui l'identita e la struttura chimica, le proprieta chimico-fisiche, i
risultati di eventuali altri test di tossicita in vitro o in vivo eseguiti
sulla sostanza, i dati tossicologici su sostanze strutturalmente affini,
I'impiego o gli impieghi previsti. Queste informazioni sono necessarie
per provare a tutti i soggetti interessati l'adeguatezza del test per la
protezione della salute umana e servono a scegliere la giusta dose
iniziale.
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1.2.

DEFINIZIONI

Tossicita orale acuta: effetti avversi che si verificano in seguito alla
somministrazione orale di una singola dose o di piu dosi di una
sostanza nell’arco di 24 ore.

Morte tardiva: termine usato per indicare che I’animale non muore
né appare moribondo nelle 48 ore successive alla somministrazione,
ma muore successivamente, durante il periodo di osservazione di
14 giorni.

Dose: quantita di sostanza somministrata. Viene espressa in peso
della sostanza di prova per unita di peso dell’animale sottoposto al
test (ad es. mg/kg).

Tossicita manifesta: termine generale che indica la presenza di chiari
segni di tossicita in seguito alla somministrazione della sostanza di
prova [per alcuni esempi, cfr. (3)], tali da far prevedere alla dose fissa
immediatamente superiore manifestazioni di dolore intenso e segni
persistenti di grave sofferenza, uno stato di agonia [i criteri che
definiscono tale stato sono illustrati nelle linee guida OCSE citate
in bibliografia al n. (8)] o la morte della maggior parte degli animali.

GHS (Globally Harmonized System): sistema armonizzato globale
per la classificazione delle sostanze e delle miscele chimiche. Si tratta
di un'iniziativa congiunta dell'OCSE (salute umana e ambiente), del
Comitato di esperti delle Nazioni Unite sul trasporto delle merci
pericolose (proprieta fisico-chimiche) e dell'Organizzazione interna-
zionale del lavoro (comunicazione del rischio), coordinata dal pro-
gramma IOMC per la gestione ottimale delle sostanze chimiche (In-
ter-organization programme for the sound management of chemi-
cals).

Morte imminente: stato in cui si prevede l'agonia o la morte del-
l'animale prima della successiva osservazione in programma. Per i
roditori tra i segni indicativi di morte imminente figurano le convul-
sioni, la posizione laterale o prona e il tremore [per maggiori indica-
zioni, cfr. le linee guida OCSE citate in bibliografia al n. (8)].

DL5q (dose letale 50): la singola dose di sostanza, determinata stati-
sticamente, capace di provocare la morte del 50 % degli animali a cui
viene somministrata per via orale. Il valore della DLsg viene espresso
in peso della sostanza di prova per unitd di peso dell'animale usato
per il saggio (mg/kg).

Dose limite: dose corrispondente al limite superiore fissato per il test
(2000 o 5000 mg/kg).

Stato di agonia: fase in cui l'animale ¢ moribondo o non ¢ in grado
di sopravvivere, nemmeno se sottoposto a trattamento [per maggiori
indicazioni, cfr. le linee guida OCSE citate in bibliografia al n.(8)].

Morte prevedibile: presenza di segni clinici, come ad esempio l'in-
capacita di raggiungere il cibo o l'acqua, che indicano che I'animale
morira prima della conclusione programmata dell'esperimento [per
maggiori indicazioni, cfr. le linee guida OCSE citate in bibliografia
al n. (8)].
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1.3.

1.4.
1.4.1.

1.4.2.

1.43.

PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA

La sostanza viene somministrata a gruppi di animali dello stesso
sesso seguendo un procedimento articolato in piu fasi successive
che prevede la somministrazione di dosi fisse di 5, 50, 300 e 2 000
mg/kg (in casi eccezionali puo essere prevista una dose fissa aggiun-
tiva di 5000 mg/kg: cfr. punto 1.6.2). Il livello di dose iniziale ¢
scelto sulla base di uno studio di osservazione, ed ¢ la dose alla quale
si prevede che si manifestino alcuni segni di tossicita, senza tuttavia
causare effetti tossici gravi o la morte degli animali. I segni clinici e
le condizioni associate a dolore, sofferenza e morte imminente sono
descritti in apposite linee guida OCSE (8). A seconda della presenza
o dell'assenza di segni di tossicita o mortalita, la sostanza in esame
puo essere somministrata ad altri gruppi di animali a dosi superiori o
inferiori. La procedura prosegue fino a quando viene identificata la
dose che causa tossicita manifesta o la morte di un solo animale o
fino alla somministrazione della dose piu elevata, se non vengono
riscontrati effetti, mentre viene immediatamente interrotta se si veri-
ficano decessi alla dose piu bassa.

DESCRIZIONE DEL METODO DI PROVA
Scelta delle specie animale

E preferibile utilizzare il ratto, ma & possibile ricorrere anche ad altre
specie di roditori. Normalmente vengono utilizzati animali di sesso
femminile (7), perché la letteratura esistente sui test convenzionali
DLs, indica che, pur non essendovi grandi differenze di sensibilita
tra i due sessi, nei casi in cui sono state osservate differenze in genere
le femmine sono risultate leggermente piu sensibili (10). Tuttavia se
le informazioni disponibili sulle proprieta tossicologiche o tossicoci-
netiche di sostanze chimiche strutturalmente affini indicano la proba-
bilita che i maschi siano piu sensibili delle femmine, si devono
utilizzare animali di sesso maschile. In quest'ultimo caso, occorre
fornire un'adeguata giustificazione.

Si devono utilizzare animali adulti giovani e sani, appartenenti a
ceppi comunemente usati in laboratorio. Le femmine devono essere
nullipare e non gravide. All'inizio del trattamento ciascun animale
deve avere un'eta compresa tra 8 e 12 settimane ed un peso del
+ 20 % del peso medio degli animali a cui ¢ gia stata somministrata
la sostanza.

Condizioni di stabulazione e di alimentazione

La temperatura dello stabulario deve essere di 22 °C (+ 3 °C). L'umi-
dita relativa deve essere preferibilmente del 50-60 %; in ogni caso
non deve essere inferiore al 30 % e possibilmente non superiore al
70 %, tranne durante la pulizia dei locali. L'illuminazione deve essere
artificiale, alternando 12 ore di luce e 12 ore di oscurita. Per l'ali-
mentazione si possono utilizzare diete convenzionali da laboratorio
con acqua ad libitum. Nelle gabbie, gli animali possono essere rag-
gruppati in funzione della dose somministrata, ma il numero di ani-
mali per gabbia non deve impedire la corretta osservazione di ciascun
esemplare.

Preparazione degli animali

Gli animali sono scelti in modo casuale, marchiati per consentire
l'individuazione dei singoli esemplari e tenuti nelle gabbie per almeno
5 giorni prima dell'inizio del trattamento, in modo da consentirne
l'acclimatazione alle condizioni di laboratorio.
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1.4.4.

1.5.
1.5.1.

Preparazione delle dosi

In genere la sostanza di prova va somministrata a volume costante
per tutte le dosi, variando la concentrazione del preparato da sommi-
nistrare. Tuttavia, se il test viene eseguito su prodotti o miscele allo
stato liquido, ai fini della valutazione del rischio puo essere oppor-
tuno usare la sostanza non diluita, cioé a concentrazione costante;
alcune autorita di regolamentazione impongono obbligatoriamente
l'uso della sostanza non diluita. In ogni caso, non deve essere supe-
rato il volume massimo della dose somministrabile. Il volume mas-
simo di liquido somministrabile in una sola volta dipende dalla taglia
dell'animale, e nei roditori non deve di norma superare 1 ml/100 g di
peso corporeo, tranne nel caso delle soluzioni acquose, per le quali si
possono prevedere 2 ml/100 g di peso corporeo. Quanto alla formu-
lazione del preparato da somministrare, si raccomanda di usare ove
possibile una soluzione/sospensione/emulsione acquosa, seguita in
ordine di preferenza da una soluzione/sospensione/emulsione in olio
(per esempio olio di mais) e infine da una soluzione in altri veicoli.
Per i veicoli diversi dall'acqua devono essere note le caratteristiche
tossiche. Le dosi devono essere preparate poco prima della sommini-
strazione, tranne nel caso in cui la stabilita del preparato nell'arco del
periodo di utilizzo sia nota e ritenuta accettabile.

PROCEDIMENTO
Somministrazione delle dosi

La sostanza da esaminare viene somministrata in un'unica dose me-
diante sonda gastrica o apposita cannula per intubazione. Nel remoto
caso in cui non sia possibile somministrare l'intera quantita in
un'unica dose, ques'ultima pud essere frazionata e somministrata in
un arco di tempo non superiore a 24 ore.

Prima della somministrazione della sostanza gli animali devono es-
sere tenuti a digiuno (ad esempio, l'alimentazione, a esclusione del-
l'acqua, deve essere sospesa a partire dalla sera precedente per i ratti e
per 3-4 ore nei topi). Dopo il periodo di digiuno, si pesano gli
animali e si somministra la sostanza da esaminare. A somministra-
zione avvenuta, l'alimentazione puo essere sospesa per altre 3-4 ore
nei ratti o 1-2 ore nei topi. Qualora la dose venga frazionata e
somministrata nell'arco di un certo periodo di tempo, a seconda della
durata del periodo di somministrazione pud essere necessario alimen-
tare e abbeverare gli animali.

Studio di osservazione

Lo scopo dello studio di osservazione ¢ di consentire la scelta della
giusta dose iniziale per lo studio principale. La sostanza in esame
viene somministrata in maniera sequenziale a singoli animali, se-
condo il diagramma di flusso riportato nell'allegato 1. Lo studio di
osservazione si conclude quando ¢ possibile decidere la dose iniziale
da utilizzare nello studio principale (o se la dose fissa piu bassa
provoca la morte di un animale).

La dose iniziale da utilizzare nello studio di osservazione, scelta tra i
livelli di dose fissi di 5, 50, 300 e 2 000 mg/kg, ¢ la dose che si
prevede possa provocare tossicita manifesta sulla base, ove possibile,
di dati in vivo e in vitro relativi alla stessa sostanza chimica e a
sostanze di struttura affine. In mancanza di questi dati, si utilizza
una dose iniziale di 300 mg/kg.

Tra le somministrazioni a ciascun animale devono trascorrere almeno
24 ore. Tutti gli animali devono essere tenuti in osservazione per
almeno 14 giorni.
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1.5.3.
1.5.3.1.

In casi eccezionali, e solo se giustificato da specifiche esigenze nor-
mative, pud essere previsto un ulteriore livello di dose fisso pari a
5000 mg/kg (cfr. allegato 3). Per il benessere degli animali, si scon-
siglia di effettuare sperimentazioni su animali alla dose stabilita per la
categoria GHS 5 (2 000-5 000 mg/kg); l'utilizzo di questa dose va
preso in considerazione solo se vi € una probabilita elevata che i
risultati del test abbiano rilevanza diretta per la tutela della salute
umana o animale o per la protezione dell'ambiente.

Se la somministrazione della dose fissa piu bassa (5 mg/kg) provoca
la morte dell'animale nel corso dello studio di osservazione, la pro-
cedura normale prevede l'interruzione dello studio e l'assegnazione
della sostanza alla categoria GHS 1 (cft. allegato 1). Tuttavia, qualora
sia necessaria un'ulteriore conferma della classificazione, puo essere
utilizzata la seguente procedura supplementare facoltativa: la sostanza
viene somministrata a un secondo animale alla dose di 5 mg/kg; se
questo secondo animale muore, viene confermata la classificazione
nella categoria GHS 1 e lo studio viene immediatamente interrotto;
se invece sopravvive, la sostanza viene somministrata alla dose di
5 mg/kg a non piu di altri tre animali. A causa dell'elevato rischio di
mortalita, per proteggere gli animali la sostanza esaminata deve es-
sere somministrata in maniera sequenziale. L'intervallo di tempo tra le
somministrazioni ai diversi animali deve essere sufficiente ad accer-
tare che l'animale trattato in precedenza riesca a sopravvivere. Se si
verifica un secondo decesso, la sequenza deve essere immediatamente
interrotta e la sostanza non deve essere somministrata ad altri animali.
Dal momento che il verificarsi di un secondo decesso (indipendente-
mente dal numero di animali a cui ¢ gia stata somministrata la so-
stanza al momento dell'interruzione) rientra nel risultato A (2 o piu
decessi), si applica la regola di classificazione di cui all'allegato 2 alla
dose fissa di 5 mg/kg (categoria 1 se vi sono 2 o piu morti o
categoria 2 se c'¢ un'unica morte). L'allegato 4 riporta la classifica-
zione prevista dal sistema UE in attesa dell'applicazione del nuovo
sistema GHS.

Studio principale
Numero di animali e livelli di dose

I diagrammi di flusso di cui all'allegato 2 illustrano le tappe da
seguire dopo la somministrazione del livello di dose iniziale. Vi
sono tre possibilita: interrompere il test e assegnare la sostanza alla
classe di rischio appropriata; effettuare il test a una dose fissa supe-
riore; effettuare il test a una dose fissa inferiore. Tuttavia, per salva-
guardare gli animali, se un livello di dose ha causato la morte di un
animale durante lo studio di osservazione, questo livello non deve piu
essere utilizzato nello studio principale (cfr. allegato 2). L'esperienza
indica che dopo la somministrazione del livello di dose iniziale in
genere ¢ possibile classificare la sostanza senza bisogno di effettuare
ulteriori test.

Per ciascun livello di dose, normalmente si usano in tutto cinque
animali dello stesso sesso: 1'animale a cui nello studio di osservazione
¢ stato somministrato lo stesso livello di dose, piu altri quattro ani-
mali (tranne nel caso remoto in cui un livello di dose utilizzato nello
studio principale non sia stato incluso nello studio di osservazione).

L'intervallo di tempo tra le somministrazioni dei vari livelli di dose ai
diversi animali viene determinato in funzione della comparsa, della
durata e della gravita dei segni di tossicita, avendo cura di procedere
alla somministrazione della dose successiva solo una volta accertata
la sopravvivenza degli animali trattati precedentemente. Si consiglia
di far trascorrere, se necessario, 3 o 4 giorni tra le somministrazioni
per consentire l'osservazione di eventuali segni di tossicita tardiva.
L'intervallo di tempo puo essere modificato secondo necessita, ad
esempio in caso di risposte non convincenti.
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1.5.3.2.

1.6.

1.6.1.

Quando si prevede di utilizzare una dose fissa superiore di 5 000
mg/kg, ¢ necessario attenersi alla procedura descritta nell'allegato 3
(cfr. anche punto 1.6.2).

Saggio limite

Il saggio limite viene utilizzato principalmente quando lo sperimen-
tatore dispone di informazioni che indicano che la sostanza in esame
non ¢ probabilmente tossica, cio¢ causa tossicita solo in dosi superiori
alle dosi limite previste per legge. Le informazioni sulla tossicita
della sostanza in esame possono essere ricavate da test su composti,
miscele o prodotti simili, tenendo conto dell'identita e della percen-
tuale dei componenti dei quali ¢ nota la rilevanza tossicologica. Se le
informazioni sulla tossicita della sostanza sono scarse o nulle o si
prevede che la sostanza in esame sia tossica occorre eseguire lo
studio principale.

Ai fini delle presenti linee-guida, per il saggio limite si utilizza,
seguendo il procedimento normale, una dose iniziale di 2 000 mg/kg
(o in casi eccezionali 5000 mg/kg) nello studio di osservazione,
quindi si somministra la stessa dose ad altri quattro animali.

OSSERVAZIONI

Dopo la somministrazione, gli animali sono esaminati individual-
mente almeno una volta nei primi 30 minuti, quindi periodicamente
nelle prime 24 ore, prestando particolare attenzione alle prime 4 ore,
e successivamente una volta al giorno per 14 giorni, a meno che non
muoiano o non sia necessario ritirarli dallo studio e sottoporli a
eutanasia per risparmiare loro sofferenze eccessive. Tuttavia, la durata
del periodo di osservazione non ¢ tassativa, ma va stabilita in fun-
zione della natura delle reazioni tossiche, del momento della loro
comparsa e dei tempi di recupero e puod quindi essere prolungata in
caso di necessita. Un parametro importante ¢ rappresentato dal mo-
mento della comparsa e della scomparsa dei segni di tossicita, so-
prattutto se questi ultimi tendono ad apparire tardivamente (11). Tutte
le osservazioni devono essere sistematicamente registrate su schede
individuali per ogni animale.

Qualora gli animali presentino segni persistenti di tossicita sono ne-
cessarie ulteriori osservazioni, che devono riguardare le modificazioni
della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose, del sistema respi-
ratorio e circolatorio, del sistema nervoso autonomo e centrale, del-
l'attivita somatomotoria e del comportamento. Particolare attenzione
deve essere rivolta all'osservazione di tremori, convulsioni, saliva-
zione, diarrea, letargia, sonno e coma. Si devono tenere in conside-
razione 1 principi e i criteri riassunti nelle linee guida OCSE citate in
bibliografia al punto (8). Gli animali agonizzanti o che manifestano
dolore intenso o segni di sofferenza grave e persistente devono essere
sottoposti a eutanasia. Nel caso di animali sottoposti a eutanasia o
rinvenuti morti, occorre registrare con la massima precisione possibile
il momento del decesso.

Peso corporeo

1 singoli animali devono essere pesati poco prima della sommini-
strazione della sostanza di prova e in seguito almeno una volta alla
settimana. Occorre calcolare e registrare le variazioni ponderali. Al
termine del test, gli animali sopravvissuti devono essere pesati prima
di essere sottoposti a eutanasia.
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1.6.2.

Esame patologico

Tutti gli animali utilizzati (compresi quelli che muoiono nel corso del
test e quelli che sono ritirati dallo studio per risparmiare loro ecces-
sive sofferenze) devono essere sottoposti a necroscopia macroscopica.
Per ogni animale devono essere registrate tutte le modificazioni pa-
tologiche di rilievo. Per gli animali sopravvissuti almeno 24 ore, pud
essere opportuno l'esame microscopico degli organi recanti alterazioni
patologiche evidenti, che potrebbe fornire indicazioni utili.

DATI

Occorre fornire risultati individuali per ciascun animale. Tutti i dati
devono essere riassunti in una tabella nella quale devono essere
indicati per ciascun gruppo sottoposto al test il numero di animali
utilizzati, il numero di animali che hanno manifestato segni di tossi-
cita, il numero di animali rinvenuti morti durante il test o sottoposti a
eutanasia, il momento del decesso di ciascun animale, la descrizione
degli effetti tossici, il loro decorso e l'eventuale reversibilita e i
risultati della necroscopia.

PRESENTAZIONE DEI DATI

RAPPORTO DI PROVA

I rapporto di prova deve contenere le seguenti informazioni, a se-
conda dei casi:

Sostanza di prova:

— natura fisica, purezza e (se pertinenti) proprieta fisico-chimiche
(compresa 1'isomerizzazione),

— dati identificativi, compreso il numero CAS.

Veicolo (se pertinente):

— motivazione della scelta del veicolo utilizzato, se diverso dall'ac-
qua.

Animali da esperimento:

— specie/ceppo utilizzato,

— condizioni microbiologiche degli animali, qualora siano note,

— numero, eta e sesso degli animali (compresa l'eventuale giustifi-
cazione dell'uso di esemplari maschi anziché¢ femmine),

— provenienza, condizioni di stabulazione, dieta ecc.

Condizioni del test:

— informazioni dettagliate sulla formulazione della sostanza di
prova, comprese informazioni sullo stato fisico del preparato
somministrato,

— modalita di somministrazione della sostanza di prova, compreso il
volume delle dosi e l'orario di somministrazione,

— informazioni dettagliate sulla qualita del cibo e dell'acqua (com-
presi tipo di dieta/provenienza degli alimenti, provenienza dell'ac-

qua),

— motivazione della scelta della dose iniziale.
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Risultati:

tabella con risposta e livello di dose per ciascun animale (animali
che manifestano segni di tossicita, mortalita compresa; natura,
gravita e durata degli effetti),

tabella del peso corporeo e delle variazioni ponderali,

peso dei singoli animali nel giorno della somministrazione, e in
seguito ad intervalli di una settimana e al momento della morte o
del sacrificio,

data e ora della morte, se questa avviene prima del sacrificio
programmato,

momento della comparsa dei segni di tossicita, decorso ed even-
tuale reversibilita per ciascun animale,

referto necroscopico e referto istopatologico per ciascun animale,
se disponibili.

Discussione e interpretazione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 1:

DIAGRAMMA DI FLUSSO DELLO STUDIO DI OSSERVAZIONE

I dose iniziale: 5 mg/kg

.

INIZIO

!

.

1 animale 1 animale 1 animale 1 animale
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classif. GHS
categoria 1*
Dose Iniziale studio | & 2000 |
principale (mg/kg):
I dose iniziale: 50 mg/kg
i INIZIO l ﬁ
1 animale 1 animale 1 animale 1 animale
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classif. GHS
categoria 1*
Dose iniziale studio 5 5 50

principale (mg/kg)

2000 2ooo|

Esito

® decesso
tossicité manifesta

nessun segno di tossicita manifesta e
nessun decesso

*perlesio C A D ab mg/kg € prevista una procedura
facoltativa supplementare per la conferma della classificazione

GHS: cfr. punto 1.5.2
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I dose iniziale: 300 mg/kg I

l l INIZIO
1 animale 1 animale 1 animale 1 animale
5 mglkg 50 mg/kg 300 mglkg 2000 mg/kg
Classif. GHS
categoria 1*
Dose iniziale studio | § 5 50 50 300 300 2000 2000
principale (mg/kg):
l dose iniziale: 2000 mg/kg
l l l INIZIO
1 animale 1 animale 1 animale 1 animale
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

CAP

Classif. categ.
GHS 1*

CB O

Dose iniziale studio 6 5
principale (mg/kg):

1T

300

300

il

decesso

Esito
)
® tossicita manifesta
D)

nessun segno di tossicita
manifesta e nessun decesso

* per l'esito ( A ) a 5 mg/kg é prevista una procedura
facoltativa supplementare per la conferma della classificazione

GHS: cfr. punto 1.5.2.
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ALLEGATO 2:

DIAGRAMMA DI FLUSSO DELLO STUDIO PRINCIPALE

| Dose iniziale: 5 mg/kg |

INIZIO —_j _ﬁ
5 animali 5 animali 5 animali 5 animali
5 mg/kg 50 mg/kg * 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classif. categoria 1 2 2 3 3 4 § 5/Non classif.

l Dose iniziale: 50 mg/kg |

I—_ INIZIO —_j —l
5 animali 5 animali 5 animali 5 animali
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg * 2000 mg/kg
LCIasSIf categoria 3 3 4 5 5/Non C|aSSIf
Esito Dimensione del gruppo
Nei 5 animali di ciascun gruppo dello studio principale sara compreso I'animale a cui &

2 2 decessi stato somministrato lo stesso livello di dose nello studio di osservazione

[ B ) 21 con tossicita manifesta e / 0 1 decesso

*Interruzione per il benessere degli animali
Se questa dose ha causato la morte di un animale nello studio di osservazione, non
deve essere somministrata ad altri animali. Esito

nessun segno di tossicita manifesta e nessun
decesso

¥20T°01'¥1 — LI — 0¥+0d800C0
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r Dose iniziale: 300 mg/kg ]

INIZIO
i | h. 4 ]
5 animali 5 animali 5 animali 5 animali
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg*
Classif. 1 2 2 3 3 4 4 § 5INon classif.

categoria GHS

l Dose iniziale: 2000 mg/kg |

fi l—— INIZIO
' l
5 animali 5 animali 5 animali 5 animali
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classif. 1 2 2 3 3 4 4 5 5/Non classif.]
categoria GHS

Dimensione del gruppo

. Nei 5 animali di ciascun gruppo dello studio principale sara compreso I'animale a
> 2 decessi

Esito
> 1 con tossicita manifesta e / 0 1 decesso
(D

cui & stato somministrato lo stesso livello di dose nello studio di osservazione

. R . * Interruzione per il benessere degli animali
nessun segno di tossicita manifesta e S ta d h ™ e di - llo studio di .
nessun decesso e questa dose ha causato la morte di un animale nello studio di osservazione, non

deve essere somministrata ad altri animali. Esito

¥20T°01'¥1 — LI — 0¥+0d800C0
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Allegato 3

CRITERI PER LA CLASSIFICAZIONE DI SOSTANZE CON VALORI
PREVISTI DI LDs, SUPERIORI A 2 000 MG/KG PER LE QUALI NON
E NECESSARIO ESEGUIRE IL TEST DI TOSSICITA

I criteri relativi alla categoria di rischio 5 servono a consentire 'identificazione di
sostanze che presentano un rischio di tossicita acuta relativamente basso ma che
in determinate circostanze possono rappresentare un pericolo per popolazioni
vulnerabili. Si tratta di sostanze per le quali ¢ prevista una DLs, orale o cutanea
compresa fra 2 000 e 5000 mg/kg o dosi equivalenti per altre vie di sommini-
strazione. Una sostanza puo essere classificata nella categoria di rischio definita
da: 2 000 mg/kg < DL5o < 5 000 mg/kg (categoria 5 nel GHS) nei seguenti casi:

a) se uno qualsiasi degli schemi di cui all'allegato 2 porta a inserire tale sostanza
in questa categoria, sulla base delle incidenze di mortalita;

b) se sono gia disponibili prove attendibili che indicano che la DLs, si situa
nell'intervallo di valori della categoria 5 o se altri studi su animali o sugli
effetti tossici nell'vomo indicano un rischio di tossicita acuta per la salute
umana;

c) per estrapolazione, stima o misurazione di dati se non ¢ giustificata l'asse-
gnazione ad una classe di rischio superiore, e se:

— sono disponibili informazioni attendibili che indicano effetti tossici signi-
ficativi nell'uomo, o

— si osserva mortalita nei test eseguiti fino ai valori della categoria 4 per via
orale, o

— 1 pareri degli esperti confermano segni clinici significativi di tossicita nei
test eseguiti fino ai valori della categoria 4, a esclusione di diarrea, piloe-
rezione o aspetto non tolettato, o

— 1 pareri degli esperti confermano l'esistenza di informazioni attendibili,
ricavate dagli altri studi su animali, che indicano potenziali effetti acuti
significativi.

ESECUZIONE DEL TEST A DOSI SUPERIORI A 2 000 MG/KG

In casi eccezionali, e solo se specifiche esigenze normative lo giustificano, puo
essere previsto un ulteriore livello di dose fisso superiore pari a 5 000 mg/kg. Al
fine di proteggere gli animali, si sconsiglia di utilizzare la dose di 5 000 mg/kg,
che va presa in considerazione solo nel caso in cui sia molto probabile che i
risultati del test abbiano rilevanza diretta per la protezione della salute degli
animali o degli esseri umani.

Studio di osservazione

Al criteri decisionali che regolano la procedura sequenziale di cui all'allegato 1
viene aggiunto un livello di dose di 5000 mg/kg. Di conseguenza, quando nello
studio di osservazione si utilizza una dose iniziale di 5000 mg/kg, in caso di
esito A (decesso) si effettua il test su un secondo animale a 2 000 mg/kg; in caso
di esito B o C (tossicita manifesta o nessun segno di tossicita) si puo scegliere la
dose di 5000 mg/kg come dose iniziale per lo studio principale. Analogamente,
se si utilizza una dose iniziale diversa da 5 000 mg/kg, in caso di esito B o C a
2 000 mg/kg si procede con la dose di 5 000 mg/kg; a tale dose, in caso di esito
A si utilizza la dose di 2 000 mg/kg come dose iniziale per lo studio principale;
in caso di esito B o C si utilizza la dose di 5 000 mg/kg
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Studio principale

Ai criteri decisionali che regolano la procedura sequenziale di cui all'allegato 2
viene aggiunto un livello di dose di 5 000 mg/kg. Di conseguenza, quando nello
studio principale si utilizza una dose iniziale di 5 000 mg/kg, in caso di esito A
(> 2 decessi) ¢ necessario effettuare il test su un secondo gruppo a 2 000 mg/kg;
in caso di esito B (tossicita evidente e/o < 1 decesso) o C (nessun segno di
tossicita) la sostanza non viene classificata nel sistema GHS. Analogamente, se si
utilizza una dose iniziale diversa da 5000 mg/kg, in caso di esito C a 2 000
mg/kg si procede con la dose di 5000 mg/kg; a tale dose, in caso di esito A la
sostanza ¢ assegnata alla categoria 5 GHS, in caso di esito B o C la sostanza non
¢ classificata.



Guida alla classificazione transitoria UE in attesa dell'effettiva attuazione del sistema di classificazione armonizzato su scala mondiale (GHS) [cfr. riferimento bibliografico n. (8)]

[

Dose iniziale: 5 mg/kg j

INIZIO

Allegato 4

METODO DI PROVA B.1 bis

w !

5 animali
5 mg/kg

5 animali
50 mg/kg

[

1

5 animali 5 animali
300 mg/kg 2000 mg/kg

Classif. UE

IT=

T

T 117

—

5 animali
5 mg/kg

<P

[ Dose iniziale: 50 mg/kg j

INIZIO

4

5 animali
50 mg/kg

5 animali 5 animali
300 mg/kg * 2000 mg/kg

Classif. UE L

T+ T+ T+

5962

T TTT