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INTRODUCERE

Tn cadrul industriei chimice, industria de detergenti a fost Intotdeauna o industrie competitiva, cu o mare
deschidere pentru inovatie si spre crestere economicd. Tn ultimul secol a fost si va continua s fie, un factor
cheie pentru progresul societatii. Aceasta este industria responsabild pentru cresterea nivelului de igiena al
oamenilor si al spatiilor locuite de acestia si Tn acelasi timp pentru reducerea timpului si efortului necesar
Tndeplinirii acestui scop. Consumul crescand de detergenti a contribuit la marirea concentratiilor acestora in
reteaua de canalizare a oraselor si implicit, la impurificarea apelor de suprafatd, dar si la crearea unor
depozite de deseuri solide atat in faza de fabricare si utilizare cét si in faza de ,,sfarsit de viata” al produselor.

Cele mai importante substante chimice din compozitia produselor de curdtat — agentii de suprafatd
(surfactantii) se incadreaza in categoria chimicale HPV (high-production-volume) si sunt responsabili pentru
influenta detergentilor asupra factorilor de mediu. Dupa utilizare, detergentii sunt eliminati in apele uzate
fara sd sufere modificari structurale, ceea ce face ca agentii de suprafatd sa-si pastreze proprietatile
superficiale si deci ecotoxicitatea.

Tn acest context, prezenta tezd de doctorat abordeza o tematici de mare actualitate si noutate atét la
nivel national, cat si al Uniunii Europene si anume implementarea celei mai importante reglementari
legislative europene privind detergentii si produsele de curdtare — Regulamentul European CE nr.
648/2004 si amendamentele sale ulterioare, prin care sunt stabilite reguli stricte privind libera circulatie a
detergentilor pe piata U.E. Actualul Regulament impune producatorilor/ importatorilor/ distribuitorilor de
detergenti si produse de curatat, sa furnizeze, prin intermediul fiselor cu date de securitate, informatii privind
biodegradabilitatea agentilor de suprafata si riscul generat asupra mediului acvatic, evaluat pe baza datelor
obtinute Tn urma efectudrii de teste de toxicitate.

Principalul scop al lucrdrii a fost de a caracteriza din punct de vedere ecotoxicologic agentii de suprafata
cationici si amfoterici respectand cerintele Regulamentului European CE nr. 648/2004 si de a evalua
riscul generat de acestia asupra componentei acvaticea mediului.

Tn cadrul lucrarii, o atentie deosebitd a fost acordatd surfactantilor cationici, utilizati frecvent in
fabricarea detergentilor si balsamurilor de rufe si vase, dar si in produse biocide,precum si surfactantilor
amfoterici, folositi la fabricarea produselor de ingrijire personalad (sampoane, balsam pentru par, sapun lichid
si lotiuni de curatare pentru fatd) si Tn industria detergentilor de curdtare, deoarece:

— controlul agentilor de suprafata cationici si amfoterici nu a fost legiferat pana la aparitia
Regulamentului European nr. 648/2004 si nu a existat 0 metoda standard — norma europeana EN sau
internationala 1SO sau metoda asociatd unei directive europene pentru determinarea chimica cantitativa a
acestor categorii de substante active;

— péna la nivelul anului 2004, nu a existat nici pe plan european, nici la nivel national, o metoda-standard
sau asociatd unei directive pentru testarea biodegradabilitatii agentilor de suprafata cationici si/sau
amfoterici, desi existau reglementari privind gradul minim de biodegradabilitate acceptat pentru aceste
tipuri de substante active utilizate Tnh compozitia detergentilor comerciali;

— in literatura de specialitate referintele privind caracteristicile ecotoxicologice si efectele subletale a
agentilor de suprafata cationici si amfoterici sunt foarte reduse;

— sunt substante nenormate n efluenti statiilor de epurare si ape de suprafata, atat la nivel national cat si la
nivel international, desi sunt utilizate frecvent in produse comerciale si se regasesc des in probe de
mediu;



Contributiile originale aduse tematicii de cercetare in prezenta teza de doctorat vizeaza in mod special
informatii noi privind caracterizarea ecotoxicologica a surfactantilor cationici si amfoterici (toxicitate,
biodegradare, inducerea stresului oxidativ, modificdri histologice) si identificarea / evaluarea potentialelor
riscuri directe si indirecte determinate de prezenta acestora in mediul acvatic.

S-au obtinut informatii importante privind actiunea toxica a clorurii de benzentoniu (surfactant cationic) si
cocamidopropil betainei (surfactant amfoteric) asupra sistemelor enzimatice de aparare ale organismelor
acvatice (pesti din specia Cyprinus carpio) si modificarile induse de acestea la nivel tisular, subiecte
neabordate in literatura de specialitate.

De asemenea, deoarece aceste substate nu sunt normate in legislatia de mediu, cercetarile efectuate au
condus la evaluarea riscului acvatic determinat de prezenta acestor doud categorii de surfactanti (cationici si
amfoterici) in apa de suprafatd si stabilirea limitelor maxime admise astfel Incat sa nu fie afectata viata
acvatica.

Din punct de vedere metodologic si economic, pe parcursul studiilor efectuate in cadrul acestei lucrari, s-au
verificat / dezvoltat si s-au implementat Tn practica curenta a Laboratorului Bioteste — Analize Biologice a
INCD ECOIND Bucuresti (gazda si sustinatorul financiar al studiilor de cercetare) diverse metode de
evaluare a toxicitatii (inhibitia asupra cresterii algelor, inhibitia bioluminiscentei bacteriilor, inhibitia
cresterii microbiene) si biodegradabilitatii ultime, aplicate, Tn urma acreditarii, si la diversi beneficiari pentru
produse de curatat Tn compozitia carora se gasesc aceste tipuri de surfactanti.

Prezenta lucrare de doctorat a fost structuratd in 9 capitole reprezentative pentru subiectele abordate dupa
cum sunt descriese mai jos. Stadiul cunosterii si analiza reglementarilor privind detergentii a fost reaizat in
proportie de 21% din totalul lucrdrii. Contributia originald privind caracterizarea ecotoxicologicd si
evaluarea riscului acvatic al surfactantilor cationici si amfoterici (experimente, rezultate, metodologii,
interpretari, concluzii) reprezintd 67% din volumul lucrérii. Restul de 12% reprezintd introducerea, listele de
abrevieri, diseminarile, cuprinsul si bibliografia.

PARTEA | - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII TN DOMENIU

Obiectivul principal al primei parti a lucrarii l-a reprezentat analiza literaturii de specialitate si a
reglementarilor internationale privind detergentii si in special substantele active din compozitia lor
(surfactantii, mai ales cei cationici si amfoterici). S-a avut in vedere identificarea urmatoarelor aspecte:
clasificare si tipuri de surfactanti, ecotoxicitate (biodegradare, cdi de degradare, toxicitate, bioacumulare),
efecte la nivelul sistemelor enzimatice (in special la nivelul sistemului enzimatic antioxidant) si acte
normative internationale, in vederea evidentierii contributiilor originale pe care acestd lucrare le aduce
domeniului.

CAPITOLUL | - Surfactanti: tipuri, utilizari si ecotoxicitate

Conform rapoartelor CESIO (European Committee of Surfactants and their Organic Intermediates), jumatate
din consumul de detergenti s-a utilizat Tn aplicatii casnice iar cealaltd jumatate Th industria cosmetica,
prelucrarea metalelor, fabricarea héartiei si in industria pielariei. La nivelul anului 2007 cei mai utilizati
surfactanti au fost anionici si neionici, Tmpreuna acoperind jumatate din volumul de surfactanti produsi [Ute
M. B., 2009]. Tn anul 2008, s-a estimat ca n Europa de Est s-au folosit anua >4,2 milioane de tone de
detergenti si 1,2 milioane de tone de balsamuri, in crestere fatd de anul 2006 [Tomidav |., 2010].

S-aconstatat cd in perioada 1990-2010, Tn apele uzate internationale au fost identificate urméatoarele intervale
de concentratii ale surfactantilor: anionici 330 -9450 ug/l, neionici 5 — 395 ug/l, cationici 0,1 — 325 ug/l (si
chiar 6000 pg/l Tn apele uzate provenite de la spitale)[Berger H., 1997; Guang G. Y., 2006; Tomidav I.,
2010; HERA, 2008; NICNAS, 2003]. Nu au fost identificate date privind concentratia surfactantilor
amfoterici Tn apele uzate.



Tn apele de suprafati s-au estimate urmatoarele intervale de concentratii: anionici <4 — 81 ug/l, neionici
<0,002 -31 pg/l, amfoterici <0,01 — 3,8 pug/l, cationici <0,1 — 34 g/l [Kazuaki M. si colab., 2008; Kees van
L. si colab., 1992; Deter gent Products Environmental Project, 2001].

Primul criteriu in evaluarea riscului de mediu si respectarea conditiilor impuse prin reglementdrile in vigoare
este evaluarea biodegradabilitatii. Literatura de specialitate evidentiazd ca biodegradabilitatea primard a
surfactantilor cationici si amfoterici indeplineste conditiile impuse de legislatie, aceasta fiind Tn majoritatea
cazurilor >80%. Tn ceea ce priveste biodegradabilitatea ultima a surfactantilor cationici si amfoterici, studiul
literaturii a evidentiat ca majoritatea acestor compusiprezinta biodegradabilitate ultima Tn conditii de aerobie
(>60% -100%) dar si anaerobie (64 — 100%). Probleme de biodegradabilitate se evidentiaza n cazul
surfactantilor cationici quaternizati atat Tn conditii de aerobie (>5%) cét si in lipsa oxigenului (24%), si in
cazul alchil betainelor Tn conditii anaerobe (0 ->60%).

Metodologia de testare a gradului de biodegradare primara si ultimd este impusa prin Regulamentul nr.
648/2004 privind detergentii, anexele 111 si V1II, care prevede limitele de biodegradare ale substantele active
surfactante din produsele de curatat in vederea comercializarii.

Datele de biodegradabilitate si informatiile de utilizare, consum si conditiile actuale de expunere in mediu a
substantei (ex. situatia tratarii deseurilor), fac posibila prezicerea concentratiei de substanta Tn mediu
(PEC).

Comportamentul ecotoxicologic (evaluarea toxicitatii compusului asupra organismelor acvatice) reprezinta al
doilea criteriu Tn evaluarea riscului ecologic. Detergentii pot manifesta efecte toxice pentru toate tipurile de
organisme acvatice daca se regasesc in cantitati suficiente si daca includ detergenti biodegradabili. Toti
detergenti distrug mucoasele externe care protejeazd organismele de paraziti si bacterii, Tn plus pot afecta
grav branhiile.

Deoarece este imposibil sa se realizeze studii de ecotoxicitate asupra tuturor organismelor care pot fi expuse
la un anumit compus, la nivel international s-au stabilit anumite specii reprezentative pentru lantul trofic
acvatic, pornind de la microorganisme, alge, crustacee (bentonice si planctonice) si finalizand cu pestii
(evidentiate in metodologia OECD, EN ISO, EPA). Odata cu implementarea Regulamentului REACH, gama
de teste s-a diversificat prin implementarea de microbioteste (teste de toxicitate la scara micro) ca alternativa
la testele conventionale pentru reducerea sau inlocuirea animalelor utilizate in testare.

Aplicarea testdor de toxicitate acute sau cronice conduc la estimarea concentratiilorCL50/ CES0
(concentratiile la care se pot inregistra mortalitati / imobiliz&ri pentru 50% din organismele testate) si NOEC
(concentratia la care nu se observa efecte adverse fatda de martor) care reprezintd o baza considerabila Th
stabilirea valorilor PNEC (concentratiile la care sunt excluse efectele toxice ale unui contaminant
asupra organismelor dintr-un compartiment al mediului)necesar procedeului de evaluare a riscului de
mediu. Datele experimentale obtinute in laborator se extrapoleaza prin aplicarea unor factori introdusi de UE
pentru evaluarea riscului. Valoarea factorilor de evaluare depinde de numérul de specii pe care s-au realizat
testele de toxicitate (pesti; pesti + crustacee + alge) si regimul testului (acut sau cronic). Acesti factori
variaza in mod normal intre 10 si 1000.

Datele ecotoxicologice identificate Tn literatura de specialitate pentru cativa surfactanti cationici si amfoterici
relevanti pentru industria detergentilor / cosmeticelor/ biocidelor au evidentiat urmatoarele:

- Toti surfactanti (cationici si amfoterici) manifesta o toxicitate moderata spre toxic in majoritatea testelor de
toxicitate acuta efectuate pe diverse specii de pesti (CL50 = 0,07 — 42 mg/l), iar valorile de concentratie fara
efect observabil (NOEC) sunt cuprise in intervalul 0,004 — 3,5 mg/l.

- Toxicitatea acuta fatd de Daphnia variaza in intervalul 0,006 — 520 mg/l, iar NOEC in intervalul 0,043 —
3mg/l.



- Efectul toxic acut asupra algelor al surfactantilor cationici variazain intervalul 0,03-11 mg/Il, cu valori
NOEC in intervalul 0,12-1,8 mg/I, in timp ce pentru surfactantii amfoterici prezinta valori CE50 mai mari
cuprinseinintervalul 0,5 - 48 mg/l si NOEC 0,09 — 3,2 mg/I.

- Surfactantii cationici quaternari inhiba drastic respiratia bacteriana n testele de toxicitate acuta desfasurate
pe bacterii, cu CE50 n intervalul 0,15 — 6,9 mg/l pe cand esterquatii prezintd valori CE50 >130 mg/I.
Surfactantii amfoterici manifesta o toxicitate scazuta asupra bacteriilor.

Se remarca ca intervalele valorilor de toxicitate sunt foarte extinse si diversificate, chiar pentru acelasi
organism testat si metoda aplicata iar din acesta cauza literatura de specialitate este foarte permisiva.

Analiza datelor de literatura expuse in capitolul | al prezentei lucrari a condus la urméatoarele concluzii:

- Se apreciaza ca exista suficiente studii de evaluare a ecotoxicitatii surfactantilor anionici precum si
pentru o mare parte dintre cei neionici, i de aceea cercetarea viitoare ar trebui indreptatd Tn mod
special pentru elucidarea efectelor toxice ale surfactantilor cationici si amfoterici al caror profil
ecotoxicologic este putin cunoscut, iar proprietatile lor fizico-chimice pot influenta semnificativ
rezultatel e studiilor ecotoxicologice.

- S-a constatat un numar redus si neclar de informatii privind biodegradabilitatea si toxicitatea
compusilor selectati pentru cercetare (cationici — clorura de benzentoniu si amfoterici —
cocamidopropil betaina).

- Tn general pentru evaluarea ecotoxicitatii se recomanda metodologia standardizatd OECD si 1SO,
reglementata si recunoscuta la nivel mondial;

- Tn ceea ce priveste evaluarea gradului de biodegradare, cel mai des se utilizeazd metodele de
biodegradabilitatea ultima aeroba reglementate de catre Regulamentul 648/2004 privind detergentii.

- Gradul de toxicitate se evalueaza utilizand o baterie de teste care sa acopere toate nivele trofice din
mediul acvatic, pentru acestea se recomanda teste acute si cronice in sistem clasic sau alternativ.

- S-a constatat ca surfactantii cationici Tntdmpina probleme de biodegradare aeroba, in timp ce
surfactantii amfoterici sunt usor biodegradabili.

- Atat surfactantii cationici cat si cei amfoterici determina toxicitate acuta (clasificati In clasele de
toxicitate TOXIC sau MODERAT TOXIC) asupra pestilor, crustaceelor, algelor si bacteriilor.

Tn consecintd, cercetarea experimentala din prezenta lucrare a tinut cont de concluziile analizei de literatura
prin utilizarea metodologiei OECD si ISO pentru evaluarea ecotoxicitatii si bateriilor de teste de toxicitate
acute, cu timp de executie si costuri reduse, conduse pe organisme acvatice specifice apelor de suprafatd din
Romania (crap, purici de balta, alge verzi si bacterii).

CAPITOLUL Il -Biomarkeri ai stresului oxidativ la pesti

Prezentul capitol si-a propus evidentierea aspectelor privind apdrarea antioxidanta si stresul oxidativ la
nivelul organismelor acvatice (in special pesti) cu sublinierea efectelor induse de prezenta surfactantilor
cationici si amfoterici.

Analizaliteraturii de specialitate a vizat scoaterea in evidentd a informatiilor privind efectele surfactantilor la
nivelul sistemului enzimatic antioxidant al organismelor acvatice (pesti) si modificari survenite la nivel
tisular.Surfactantii determina deteriorarea componentelor lipidice din membranele celulare, iar laconcentratii
mai mari pot conduce la suprimarea proceselor metabolice din celuld. Aceste modificari celulare rezulta n
special ca urmare a insuficientei respiratorii prin alterarea epiteliului branhiilor. Tn general se constata ca
fiecare specie reactioneaza la toxic Th mod specific, biomarkerii stresului oxidativ (enzimele antioxidante,
carbonilarea proteinelor, peroxidare lipidica, deteriorarile ADN, etc.) fiind influentati prin cresterea sau
scaderea capacitdtii lor defunctionare, in functie de specificitatea fiecarui poluant, de modul de actiune si

conditiile de testare.
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De asemenea studiul literaturii de specialitate a condus la ipoteza ca, in general, surfactantii determina
deteriorari la nivel subcelular.Majoritate studiilor histologice conduse pe pesti de apa dulce au fost realizate
pentru evidentierea impactului surfactantilor anionici si neionici (dodecil benzen sulfonat, linear alchil
benzen sulfonat), celelalte tipuri (cationici si amfoterici) fiind foarte putin studiate din acest punct de vedere.

Din analiza literaturii de specialitate s-a observat ca nu existd date privind efectele surfactantului cationic -
clorura de benzentoniu si amfoteric - cocamidopropil betaina, asupra sistemelor enzimatice de aparare din
organismul pestilor. De asemnea s-a constata un numar redus de informatii privind efectele claselor de
surfactanti cationici si amfoterici, in general, asupra sistemelor de aparare ale organismelor acvatice;

Literatura de specialitate recomanda pentru evidentierea stresului oxidativ la nivelul organismelor acvatice
(pesti) urmadrirea urmatorilor biomarkeri: modificari la nivelul activitatii enzimelor antioxidante, nivelul
peroxidarii lipidice, nivelul glutationului redus, modificari oxidative ale proteinelor, modificari oxidative la
nivel muscular, etc. Prin urmare cercetarile experimentale realizate Tn acest sens in prezenta lucrare au fost
conduse tinand cont de acesti indicatori si de metodele indicate in literatura.

CAPITOLUL IIl - Acte normative care reglementeaza regimul detergentilor in mediul
acvatic

Obiectivul prezentului capitol a fost analiza actelor normative privind comercializarea, testarea si normarea
in compartimentele de mediu a detergentilor (substantelor active din compozitia lor — surfactanti), in vederea
evidentierii noutatii si originalitatii lucrarii privind stabilirea de limite in apa de suprafata pentru surfactantii
cationici si amfoterici.

Studiul literaturii de specialitate privind reglementarea detergentilor a condus la urmatoarele concluzii:

- La nivel international, si implicit la nivel national prin transcriere, este aplicabil Regulamentul
648/2004 privind detergentiisi amendamentele sale ulterioarecare impune reguli stricte de
comercializare a produselor de curatat in vederea asigurarii protectiei sanatatii umane si a mediului.
De asemenea prezentul regulament prevede si ghiduri de evaluare a riscului complementar determinat
de surfactanti Tn urma biodegradarii prin formare de metaboliti potential recalcitranti.

- Tn Romania exista un singur laborator acreditat pentru evaluarea gradului de biodegradabilitate ultima
a surfactantilor in conformitate cu Regulamentul 648/2004 privind detergentii (Laboratorul Bioteste —
Analize Biologice din cadrul INCD ECOIND Bucuresti);

- Surfactantii cationici si amfoterici nu sunt normati in apele uzate si apele de suprafatd de catre
legislatia nationald si nici in cea internationald, desii sunt clasati in clasa contaminantilor periculosi
pentru mediul acvatic (,,emerging contaminants”);

- Existd pe plan mondial preocupare pentru evaluarea riscurilor surfactantilor si promovarea practicilor
de productie si consum durabile.

PARTEA || - CONTRIBUTII ORIGINALE

Partea a doua a lucrarii prezinta contributiile originale aduse domeniului prin cercetari experimentale de
laborator privind caracterizarea ecotoxicologica a surfactantilor cationici si amfoterici (determinari analitice,
evaluarea biodegradabilitatii si toxicitdtii directe si indirecte, efecte asupra sistemelor enzimatice de aparare
si modificari histologice) si evaluarea riscului acvatic.



CAPITOLUL 1V - Controlul analitic al surfactantilor cationici si amfoterici

Obiectivul prezentului capitol a fost stabilirea parametrilor de performantd a metodelor de determinare
cantitativa a surfactantilor cationici si amfoterici in vederea asigurarii controlului analitic Tn testele de
ecotoxicitate si Tn probele de mediu (apa de suprafata si ape uzate).

Determinarile analitice ale surfactantilor studiati au fost efectuate in conformitate cu metodele specificate Th
Anexall — C a Regulamentului 648/2004 privind detergentii, dupd cum urmeaza:

> M etoda de control analitic al surfactantilor cationici- DIN 38409:1989, partea 20.
> Metoda de control analitic a surfactantilor amfoterici - metoda spectrofotometrica descrisa de

Boiteux, 1984.

Rezultate experimentale

Parametrii de performanta a metodelor de determianre cantitativa a surfactantilor cationici si amfoterici sunt
prezentate succind in tabelul nr. 1.

Tabelul nr. 1 Parametrii de performantd ai metodelor de determinare a surfactantilor cationici si amfoterici

Parametrii de DIN 38409:1989, partea 20 M etoda Boiteux, 1984 Surfactati
performanta ai Surfactati cationici amfoterici
metodei Hyamina 1622 Cocamidopr opil betaina 34,6%
(clorura de benzentoniu) 99,99%
Exactitate[%)] 96,8% 99%
Fidelitate [CV (RSD)%] CV (RSD)% = 6,508 % CV (RSD)% = 3,392 %
Repetabilitate ® r = 2,8 x 0,0314 = 0,088 mg/l r=2,8x0,0403 = 0,1128 mg/|
Reproductibilitate interna R_ =0,0115 R, =0,5161
(R)
Sensibilitate X= 6,9108y —0,0069 x=5,7837y -0,0925
Limita de detective 0,003 my/l 0,002 mg/l
(LoD)
Metoda este robustd daca nu se modifica | Metoda este robusta daca nu se modifica pH-ul
pH-ul de lucru, factor care produce | de lucru, factor care produce scaderea
Robustete scaderea semnificativa a conce.ntrag'iei semnificativa a concentratiei mésurate. Excesul
masurate. Excesul de albastru de disulfind | de Orange Il produce, Tn schimb, o crestere a
produce, in schimb, o crestere a valorii | valorii masurate.
masurate.
Limita de cuantificare 0,035 myg/l 0,032 mg/l
(LoQ)
Domeniul De Lucru 0,003 - 4 mg/l. 0,002 -2 mgl/l.
Recuperarea 80 % - 110 % 80 % - 110 %
Surfactantii anionici interferd puternic chiar | Agentii de suprafatd anionici si cationici
si la concentratii foarte mici (5-10 mg/l), | interfera  Tn  determinarea  surfactantilor
determinarea surfactantilor cationici in | amfoterici, chiar la concentratii foarte scazute.
Interferente A - — A = =
prezenta lor neputdnd fi realizatd decét | Interferentele se reduc prin trecerea si retinerea
dupa trecerea si retinerea surfactantilor | surfactantilor anionici / cationici pe un
anionici pe un schimbator de ioni adecvat. schimbdtor de ioni adecvat.

Metodele analitice aplicate pentru determinarea catitativa a surfactantilor cationici si amfoterici (specificate
n anexele Regulamentul European nr. 648/2004/CE) sunt tehnici spectrofotomerice, de rutina care implica
costuri scézute. Limitele de detectie Tn solutii apoase sintetice / probe de mediu contaminate (ape uzate si ape
de suprafatd) oferite de aceste metode sunt: 0,003 mg/l pentru surfactantii cationici si 0,002 mg/l pentru
surfactantii amfoterici. Interferentele metodelor sunt determinate de prezenta altor categorii de surfactanti
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(anionici, cationici, substante organice) care reactioneaza fie cu surfactantul tinta fie cu reactivul de culoare
formand compusi stabili. Aceste probleme pot fi Tnlaturate prin utilizare rasinilor schimbatoare de ioni care
separa surfactantii tinta.

Selectivitate metodei pentru probele sintetice a fost asigurata prin utilizarea curbelor etalon realizate pentru
principalele substante studiate (Hyamind, Tetranyl si cocamidopropil betaind).Pentru detectia selectiva a
compusilor cationici din probele de mediu recomandam utilizarea de tehnici performate tip HPLC.

CAPITOLUL V - EVALUAREA BIODEGRADABILITATII

Pentru respectarea primului criteriu de evaluare a ecotoxicitatii / riscului acvatic, respectiv determinarea
gradului de biodegradabilitate a surfactantilor cationici si amfoterici au fost efectuate urmatoarele
experimentari:

e Experimente de determinare a biodegradabilitdtii primare conduse pe solutii sintetice ale
substantelor active surfactante utilizate Th produse de curatat si solutii sintetice ale unor produse de
curatat comerciale pe baza de surfactanti cationici, in conformitate cu metoda specificatd in Anexa
VIII.1 a Regulamentului 648/2004 — Testul de confirmareOECD (Metoda 303A) — Activated Sudge
Units-Smulation Test;

e Experimente de determinare a biodegradabilitatii ultime / finale conduse pe solutii sintetice ale
substantelor active surfactante utilizate in produse de curatat comerciale si solutii sintetice ale unor
produse de curatat pe baza de surfactanti cationici si amfoterici, Tn conformitate cu metodele specificate
n Anexa Il a Regulamentului 648/2004 (SR EN 1SO 10707/2008 / OECD 301D/ EC C4-E si SR EN
SO 7827/2001 / OECD 301A/ EC C4-B)

Surfactantii selectati pentru testarea biodegradabilitatii

v/ agenti de suprafatd cationici — saruri quaternare de amoniu — Hyamina 1622 (clorura de benzentoniu)
puritate >99,99% (Sigma) CAS 121-54-0 si TETRANYL AT 7590 (dialchil hidroxietil amoniu
metasulfat) puritate >99% (KAO Corporation) CAS 93334-15-7;

v"agent de suprafatd amfoteric — alchil amino betaind - AMFODAC LB (cocamidopropil betaina / lauril
amido propil betaind/ CAPB) puritate 34,6% (SASOL Italy) CAS: 4292-10-8;

v' produse pe bazd de agenti de surprafata cationici si amfoterici: Biocid cationic - Bromurd de
cetilpiridiniu (CAS 140-72-7); produse de curdtat comerciale (balsam de rufe) care contin substante
cationice (TEA esterquat CAS 91995-81-2 si CAS 157905-74-3); produs comercial de curatare pe baza
de surfactant amfoteric — detergent de toaleta detrartant.
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[Structuri chimice preluate din fisele tehnice de securitate]

Studiile de biodegradabilitate s-au efectuat in duplicat pentru fiecare substanta sau amestec de substante,
conform cerintelor metodelor de testare, iar valorile prezentare reprezintd media valorilor paramentrilor
monitorizati. Pentru reprezentarea grafica s-a utilizat programul Microsoft —-X CEL.

Rezultate experimentale

Evaluarea biodegradabilitatii primare (Testul de confirmareOECD -Metoda 303A — Activated Sludge
Units-Simulation Test)

Figura nr. 2 Instalatie pilot de laborator cu ndamol
activ n flux continuu

Tn tabelul nr. 2 sunt prezentate centralizat rezultatele obtinute dupa realizarea studiilor de biodegradabilitate
primard efectuate in instalatii pilot de laborator.

In conformitate cu testul de confirmare OECD — metoda de referintd pentru evaluarea biodegradabilitatii
agentilor de suprafata, publicatd in Regulamentul European nr. 648/2004/CE, nivelul de biodegradabilitate
primara trebuie sd fie de cel putin 80%, pentru ca agentul de suprafata studiat sa poata fi declarat
biodegradabil si Tn consecinta, sa poata fi utilizat Tn compozitia de baz& a unui produs comercial, care circula
liber pe piata europeana. Procentul de 80% trebuie obtinut in perioada efectiva de biodegradare — minim 21
zile, dupa perioada de amorsare, necesara instalatiei biologice cu alimentare n flux continuu, pentru a intra
n regim normal de functionare.

Se constata pocente de biodegradare primard >90%fn cazul surfactantului cationic (Tetranyl), surfactantului
amfoteric (cocamidopropil betaind) si amestecurilor sintetice de surfactanti (cationici + amfoterici), in timp
ce pentru surfactantul Hyamina si produsul comercial pe baza de cationic biocid (compus similar din aceeasi
clasd) gradul de biodegradare primara se afla la limita admisa (80-84%).

Avand in vedere criteriul de biodegradabilitate impus de Regulamentul 648/2004, putem afirma c& agentii de
suprafatd testati — dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (cationic), clorura de benzentoniu (cationic)
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sicocamidopropil betaina (amfoteric) — indeplinesc conditiile impuse, procentul de biodegradabilitate
obtinut Tn toate cele 5 experimente de laborator realizate in conformitate cu metoda de referinta mentionata,
fiind 280%.

Rezultatele obtinute (tabel nr. 2) se afla Tn concordantd cu literatura de specialitate privind
biodegradabilitatea primard a surfactantilor cationici si amfoterici care indica procente >80% pentru aceste
doua categorii [Domsch A., 1995; Comber S.D.W., 2002; HERA 2008].

Tabelul nr. 2Rezultatele finale obtinute pentru testarea biodegradabilitatii primare

CATIONIC AMESTEC
CATIONIC
Dialchil | amroremic | AMESTEC (dialchil PRODUS
hidroxietil | Clorurd de (clorura de hidroxietil COMERCIAL
PARAMETRII amoniu benzentoniu | cocamidopropil benzentoniu amoniu Bromura de
metasulfat (Hyamina betaina +cocamidopropil metasulfat + BT
(TETRANYL 1622) betaind) cocamid_eropiI
AT 7590) betaina)
Durata 36zle 36 zile 30zle 30zile 36 zile
experimentald
Pe_ri(_)a_ldade 10 zile 12 zile 10zile
initiere
Periqada efectiva 26 zile 18 zile 26 zile
de biodegradare
Randament de 70-89% 90% 61% 68% 50%
indepartare CCO
Randament de o
indepartare 90% 84% - ) ) 77-80%
surfactant cationic
Randament de
Tndepartare - - 99% - - -
surfactant
amfoteric
Randament de
indepartare totala
a surfactantilor } } } 80% 90% }
cationic +
amfoteric
Randament de 91% 84% 97% 90,7% 97,6% 80%
biodegradare

Evaluarea biodegradabilitatii ultime [SR EN 1SO 10707:2001 —Metoda prin analiza consumului
biochimic de oxigen (test in fiole Tnchise)]

Conform metodologiei descrisa de SR EN 1SO 10707:2001, un compus organic este biodegradabil, atunci
cand procentul de biodegradare este >60%, dupa 28 zile de testar e si curbele de biodegradare prezintd o
forma tipica, din care se pot deduce: timpul de latentd, timpul de degradare si gradul maxim de degradare.

Luand Tn considerare prevederile mai  sus-mentionate, se poate aprecia ca substantele cationice
analizate(dialchil hidroxietil amoniu metasulfat si clorura de benzentoniu) si produsele comerciale — balsam
de rufe pe bazd de surfactant cationic - sunt biodegradabile, Tnregistrandu-se pentru acestea procente de
bi odegradabilitate >70%.

Tn corelatie cu literatura de specialitate pentru compusi cationici asemanatori ca structurd apreciem ca
rezultatele obtinute experimental pentru surfactantul dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (78%) cat si
produsele balsam de rufe pe baza de acesta (77%, 85%), pot fi comparabile cu valorile de biodegradabilitate
ultima pentru esterquati si diesterquati, intervalul de valori fiind cuprins Tntre >60% - 79% utilizand aceeasi
metoda de testare sau 75% - 92% utilizand alte metode recomandate de OECD.
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Tn ceea ce priveste biodegradabilitatea ultima a clorurii de benzentoniu, literatura consultata specificd valori
cuprinse Tn intevalul 0-81% utilizand diverse metode OECD si >5% utilizand metoda OECD 301D similara
cu SR EN ISO 10707 aplicatad. Prin urmare, valoarea experimentald de 67% obtinuta dupa 28 zile de testare
se poate corela cu datel e existente.

Tabel nr. 3 Centralizarea rezultatelor finale pentru experimentele de biodegradabilitate ultim& conduse pe
metoda SR EN 1SO 10707/2001

Dialchil hidroxietil Clorura de Balsamde Balsamde | Substanta de
PARAMETRII amoniu Benzentoniu rufel rufell referintdAnilina
metasulfat(TETRANY L (Hyamina (TEA (TEA
AT 7590) 1622) esterquat) esterquat)
Durata testului 28 zile
Timp de latenta 7-10 zile 7-10 zile 7-10 zile 7 zile 7 zile
g;mp de 14zile 14 zile 14zile 217ile 12-14 zile
iodegradare

Randament de
indepartare 83,86% 73,15 84,70% 99,16% -
surfactant cationic
Procent de 78,37 % la 28 zile 67,23% la 77,34% la 85,80% la 95,23% la
biodegradabilitate 28 zile 28zile 28zile 28 zile

,..-..-.~..
e ¢ B & 3

Eiodepdrs| b

Figura nr. 1 Eficienta de Tndepartare a agentilor de Figura nr. 2 Curbele tipice de biodegradare ultima (SR
suprafatd cationici si amfotericiin testele de biodegradare EN ISO 10707) pentru surfactantiicationici
primara

Evaluarea biodegradabilitatii ultime (SR EN 1SO 7827/2001 - Metoda prin analizarea carbonului organic
dizolvat — COD)

Testul de biodegradabilitate efectuat in conformitate cu standardul SR EN SO 7827: 2001 apreciaza cd o
substanta este biodegradabila daca substanta / produsul de testat nu se eliminda abiotic in mod
semnificativ, iar curba de degradare prezintd o forma tipica, cu o faza de latentd si una de degradare si in
consecinta eliminarea COD poate fi atribuitd procesului de biodegradare.

Tn concluzie, analizand comparativ rezultatele obtinute pentru solutia produsului inoculati cu namol activ si

respectiv neinoculata si luand Tn consideratie conditiile impuse de standardul aplicat, apreciem ca:

- procentul total de indepartare al carbonului organic dizolvat (% COD) pentru produsul testat (detergent
de toaleta pe baza de surfactant amfoteric) este ~ 92%, din care 14% eliminare abiotica ;

- timp de biodegradare(intervalul cuprins intre sfarsitul timpului de latentd si momentul in care se atinge
un procent de eliminare de 90%) — 20 zile ;

- produsul comercial detergent de toaleta pe baza de surfactant amfoteric este biodegradabil.
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Tn corelatie cu literatura de specialitate putem aprecia cd valoarea biodegradabilititii ultime de 91%
(indepértare CCOCr sau COD) obtinute experimental pentru cocamidopropil betaina poate fi incadrata in
intervalul de valori 57% -100% obtinute prin aceeasi metodd sau prin diverse metode recomandate de
OECD pentru testarea biodegradabilitatii ultime a surfactantilor amfoterici.

Tabel nr. 4 Rezultatele finale obtinute pentru testarea biodegradabilitatii ultime prin metoda SR EN 1SO
7827: 2001

PRODUS COMERCIAL DE CURATARE PE BAZA DE

PARAMETRII SURFACTANT AMFOTERIC (detergent detrartant de toalet)

Durata experimentala 30zile

91,80% - indepartare COD

Nivel maxim de biodegradare 91,43% - indepartare CCOCr

Timp necesar atingerii nivelului maxim de

28-30zile
degradare
Timp de latenta 3zile
Timp de biodegradare 20zile

Procent total de indepartare a agentilor de

o y .
suprafata amfoterici 1250V g S Al

Procent de eliminar e abiotica pentru martor 14% pentru COD si CCOCr

CAPITOLUL VI - EVALUAREA TOXICITATII ASUPRA UNOR SPECII DE
ORGANISME ACVATICE

Pentru respectarea celui de-al doilea criteriului al caracterizarii ecotoxicologice/ riscului acvatic, prezentul
capitol a avut ca obiectiv determinarea gradului de toxicitate acvaticd asupra unor specii de organisme
reprezentative ale lantului trofic si apelor de suprafatd din Roménia. Capitolul a urmarit prezentarea
experimentelor si rezultatelor privind evaluarea toxicitatii directe si indirecte determinata de intoxicatia cu
surfactanti (cationic — clorura de benzentoniu si dialchil hidroxietil amoniu metasulfat si respectiv amfoteric
— cocamidopropil betaind).

Tn primul subcapitol s-a urmérit efectuarea unei serie de teste de toxicitate acuté directd (respectiv intoxicatie
cu substantele ca atare) pentru stabilirea valorilor de concentratie letald medie (CLsy / CEsp) si evaluarea
efectelor generate asupra organismel or acvatice.

Activitatile desfasurate au presupus efectuarea biotestelor de toxicitate acuta asupra urmatoarelor specii de
organisme acvatice: pesti (Cyprinus carpio), crustacee (Daphnia magna), alge verzi (Selenastrul
capricornutum / Raphidocelis subcapitata / Pseudokirchneriella subcapitata), bacterii luminiscente (Vibrio
fischeri) si bacterii gram negative si positive.

Testele de evaluare a toxicitdti acute a surfactantilor studiati s-au efectuat Tn duplicat pentru toate
organismele testate, conform protocoalelor de testare internationale si luand Tn considerare prevederile
Regulamentului REACH cu privire la reducerea numarului de animale utilizate in testare, valorile prezentate
reprezentand valoarea medie a parametrilor monitorizati.

Metodele de toxicitate acvatica aplicate au fost urmatoarele:

+ Bioteste de toxicitate letald acutd pentru determinarea valorilor concentratiilor letale medii (CLso) fatd
de organismele acvatice (pesti - sp. Cyprinus carpio) - OECD 203/ SR 13216:1994;

= Bioteste de toxicitate acutd pentru determinarea valorilor concentratiilor letale / imobilizare medii
(CEx) fata de crustacee (sp. Daphnia magna)- OECD 202;

13




Bioteste de toxicitate acuta pentru determinarea valorilor concentratiilor inhibitorii medii (CEsp) fatd de
alge (sp. Sdenastrum capricornutum)- OECD 201 si SR EN 1SO 8692:2005;

+ Bioteste de toxicitate acutd pentru determinarea valorilor concentratiilor inhibitoare medii (CEs) fata de
bacterii luminiscente (sp. Vibrio fischeri)- DIN EN 1SO 11348-3;
+ Biotestede toxicitate microbiand — testul MARA (Microbial Array for toxicity Risk Assessment).
Utilizand aceleasi metode s-a evaluat si toxicitatea acvatica a efluentiilor (lichidelor) rezultati Tn urma
testelor de biodegradare a surfactantilor cationici pentru evaluarea riscului complementarsi toxicitatea acuta a
unui produs comercial algicid.

Rezultate experimentale toxicitate directa

Pentru o vedere de ansamblu a efectelor inregistrate Tn cadrul bateriei de teste utilizate pentru testarea
toxicitatii directe a surfactantilor studiati, rezultatele finale au fost centralizate in tabelul nr. 5.

Tabelul nr. 5 Centralizarea datelor de toxicitate obtinute pentru surfactantii testati

Clorura de benzentoniu Dialchil hidroxietil Cocamidopropil betaina
(cationic) amoniu metasulfat (amfoteric)
ORG_,ID_\ENé1S_I\/I L logPow = 3 (cationic) logPow < 3 logPow < 3
CL/CE50 | NOEC | LOEC | CL/CE50 | NOEC | LOEC | CL/CE50 | NOEC | LOEC
mg/| mg/l mg/l mg/| mg/l mg/l mg/| mg/| mg/l
4,57 6,16
Cyprinus carpio e 05 1 2 7 e 0,84 3
“-1,94 mg/l "-‘I'nzc,rsl?ni;/l
“+7 9,77 mg/l “+7 11,74 mg/l
478 94
Daphnia magna 0,05 01 — 0,05 0,1 — 1 5
“- 3,05 mg/l si 7,25 mg/l si
“+7 6,13 mg/l “+ 11,08 mg/|
3,48 5,55
S enastrum 0,05 01 miEn) 0,05 01 interval 0,5 1
capricornutum o redee incredere
=L
Vibrio fischeri 1,2 0,3 - 2,89 04 - >100 12 16
Bacterii gram 1,1 - o021 | 16 .| 0041 - - -
“-*“sigram “+” '
FOARTE SLAB
Clasificarea PUTERNIC WOXIC (crustacee, alge, TOXIC (bacterii) /
oA BB (cr ustacee, alge) / | bacterii) / NGOGV (pesti) :
toaxicitatii . - TOXIC(pesti, alge,
TOXIC(pesti, bacterii) crustacee)
Pesti:
- LC50 - 231 mg/l; NOEC: 0,16 —
Pesti: 1,7 mg!
LC50 - 0,28 — 42 mg/l; NOEC: 0,004 - 3,5 mg/| Crustacee:
Comparatia cu literatura de Crustacee: EC50 - 2'15 =200 ma/l: NOEC
specialitate/ interval de EC50 - 0,0059 - 78 mg/l ; NOEC - 0,0041 - 3 mg/l 09—16m g/l' ot -
toxicitate Alge: Al ;,. '
EC50- 0,09 -11 mg/l; NOEC - 0,16 -4,8 mg/| Ecgsd — 055 -48 gl
Eg‘ég & 130 mal _ NOEC - 0,09 -10 mg/!
-0,5 ->130 mg/l; NOEC: - Bactarii:
EC50 - 5,2 - 900 mg/l; NOEC: -
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Din analizd comparativa a rezultatelor de toxicitate letald acutd obtinute pentru surfactantii cationici se poate
observa ca substanta — clorura de benzentoniu (puritate >99,99%) care prezintd catene aromatice, manifesta
un efect toxic pronuntat, in timp ce dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul (puritate 99%) care prezintd
catene lineare alchilice, manifesta un efect toxic spre nociv asupra organismelor acvatice, ceea ce indica
faptul ca toxicitatea asupra organismelor acvatice a fost influentatd de structura chimicd a compusului
cationic fapt indicat si in literatura de specialitate [Abel P.D., 1974; Masayuki Y. si colab., 2008].

Se remarca efectul toxic pronuntat al clorurii de benzentoniu datorita proprietatilor sale de biocid asupra
bacteriilor, algelor si daphniilor, ceea ce indica un risc sever asupra mediului luand Tn calcul cazul cel mai
defavorabil. Tn comparatie cu acesta, dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul fiind un surfactant cationic de
tip esterquat prezinta efecte mai putin toxice asupra claselor de organisme testate.

Surfactantul amfoteric (cocamidopropil betaina) datoritd proprietdtilor sale de spumare intensa, determind
blocarea schimbului de gaze la nivelul branhiilor si membranelor celulare ceea ce se finalizeaza cu
mortalitate / imobilizare si inhibitia cresterii la pesti, daphnii si alge, Thsa asupra bacteriilor nu prezinta efect
toxic.

Conform tabelului nr. 5 si a Sistemului de clasificare global a substantelor chimice GHS 2011 (capitolul
3.10), putem aprecia ca surfactantul cationic - clorura de benzentoniu, se Tncadreza in categoria 1 de
toxicitate acutadeoarece prezinta efecte puternic toxice pentru crustacee si alge la concentratii < 1 mg/I.
Surfactantii - cationic (dialchil hidroxietil amoniu metasulfat) si amfoteric (cocamidopropil betaind) se
incadreza in categoria 2 de toxicitate acutadeoarece prezinta efecte toxice la concentratii cuprinse n
intervalul 1- 10 mg/l pentru majoritatea organismelor.

Valorile de toxicitate acuta dar si valorile NOEC obtinute experimental pentru cele trei substante testate se
incadreaza in intervalele de valori rezultate n urma analizei literaturii de specialitate pe clase de surfactantii,
drept pentru care apreciem ca sunt relevante din punct de vedere stiintific si pot constitui baza de date
necesara caracterizarii riscului asupra mediului acvatic.

Caracterul inovativ al experimentelor de toxicitatea acvatica consta Tn selectarea celor doi compusi utilizati
n testare (clorura de benzentoniu si cocamipropil betaina) pentru care nu sunt disponibile date de toxicitate
acuta specifice asupra speciei de peste Cyprinus scarpio, specifica apelor dulci din Romania.

Rezultate experimentale pentru toxicitatea complementara

Tn cadrul acestui subcapitol s-a Tncercat sa se rispunda cerintei de evaluarea a efectului toxic acvatic a
efluentilor de biodegradare, Conform Ghidului Tehnic pentru abordarea stratificatd a implementarii
Regulamentului (CE) nr. 648/2004 emis de Parlamentul si Consiliului European in anul 2005, prin efectuare
de bioteste de toxicitate acuta pentru doi efluenti rezultati ih urma testelor de biodegradare a clorurii de
benzentoniu (Hyamina 1622) si dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (Tetranyl AT 7590).

Efluentii de biodegradare testati au manifestat efecte toxice asupra organismelor testate, gradul de toxicitate
variind in functie de organismul testat, astfel Tncat algele si bacteriile au fost organismele cele mai sensibile,
aspect care poate fi corelat cu efectul determinat de compusii originali asupra acestor specii.

Tncadrarea n clasele de toxicitate a efluentilor
Existd in literatura recomandari privind sistemul de clasificare a toxicitatii efluentilor evacuati Tn mediu
acvatic [Persoone G., 2003].Principiul presupune determinarea si cuantificarea toxicitatii acute a efluentilor
utilizdnd o baterie de microbioteste.Evaluarea toxicitatii efluentilor este bazata pe doua categorii de valori: o
valoare de toxicitate acutd care poate incadra efluentul respectiv intr-una din cele 5 clase de toxicitate si o
valoare a scorului de greutate pentru fiecare clasa de toxicitate.
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Clasele de toxicitate acuta
Efectul rezultat obtinut pentru fiecare microbiotest este transformat in unitati de toxicitate (TU) cu ajutorul
formulei: TU=[1/L (E)C50]x100
Clasificarea probelor testate Tn una din clasele de toxicitate de mai jos, se efectueaza pe baza celei mai mari
valori TU inregistrate pentru unul din testel e aplicate:
Clasa I: fara toxicitate acuta — pentru nici unul din testele aplicate nu s-au inregistrat efecte toxice;
Clasa Il: toxicitate acuta usoara — procentgjul efectului observat Tntr-unul din testele de toxicitate aplicate
este semnificativ mai mare decét martorul, dar mai mic de 50% (<1TU);
Clasa 11l toxicitate acuta - valoarea CL(E)50 reiese din cel putin un test din cele aplicate, dar proba
diuatd n raport 1:10 are efect mai mic de 50% (1-10 TU);
Clasa IV: toxicitate acuta mare - valoarea CL(E)50 reiese din dilutia 1:10 a probei, din cel putin un test
din cele aplicate, dar nu si la dilutia de 1:100 (10- 100 TU);
Clasa V: toxicitate acuta foarte mare - valoarea CL(E)50 reiese din dilutia 1:100 pentru cel putin un test
din cele aplicate (>100 TU).
Greutatea scorului - reprezintd importanta cantitativa a toxicitatii in aceea clasa si se apreciaza dupa cum
urmeaza:

— efect toxic nesemnificativ = scor 0

— efect toxic semnificativ dar <1 TU = scor 1

— 1-10TU =scor 2

— 10-100 TU = scor 3

— >100TU =scor 4
Calculul scorului de greutate a clasei se efectueaza dupa cum urmeaza:
Scorul de greutate a clasei = (Z toate scorulile testelor)/n (n=numarul de teste aplicate)

n tabelul nr. 6 este prezentatd ncadrarea efluentilor rezultati in urma biodegradarii Tn clasele de toxicitate
acuta dupa sistemul de clasificare Persoone G., 2003. Conform acestei clasificari efluentul de biodegradare a
clorurii de benzentoniu prezinta toxicitate acuta valabild pentru toate tipurile de organime testate, in timp ce
efluentul de biodegradare a dialchil hidroxietil amoniu metasulfatului determina un efect toxic slab valabil
pentru bateria de teste efectuate, cu o influentd mai mare asupra algelor si bacteriilor pentru ambele substante
testate.

Tabelul nr. 6 Clasificareagradelor de toxicitate pentru efluentii de biodegradabiliate testati

Unitate de toxicitate (TU) calculata pentru fiecare tip de
- test pe baza valorii L C(E)50 Sistem de clasificare a
Test detoxicitate Efluent biodegradare efluentilor deversati in
acuta efectuat / Efluent biodegradar e clorurd dialchil hid _eg_l - ediul >
de benzentoniu (0,9mg/l) ialchil hidroxietil amoniu mediul acvatic
: metasulfat (0,25mg/l)
: . 0* 0 TU<04
Cyprinus carpio scor 0 scor 0 Clasal — nu exista toxicitate
Daphni 2 0 acuta
apnnia magna scor greutate 2 scor 0 Claca I0,4<T_U_<1 .
Selenastirum asall — toxicitate acuta

capricornutum scor 3r'guztatez scor i(fjtatez slaba

e 9 9 1<TU<10
o . 4,98 2,24 Clasalll - toxicitate acutd
Vibrio fischeri scor greutate 2 scor greutate 2 10<TU<100
ClasalV - toxicitate acutd
0,86 ridicata
TU calculat pentru 2,57 /
bateria de teste / Clasa |l - toxicitate acuta o200 5
/ Clasalll - toxicitate acutd olab ClasaV - toxicitate acuta
Clasificare toxicitate scor greutate 2 foarte ridicata
scor greutate 1

* Se atribuie 0 unitati de toxicitate, doarececonform testului de toxicitate acutd pe pesti realizat pentru clorura de benzentoniu, solutia sinteticd de 1
mg/ | nu a prezentat toxicitate in 96h de testare, prin urmare apreciem ca efluentul de biodegradare (conc. 0,98 mg/l surfactant) nu prezinta efect toxic

asupra pestilor.
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Tn tabelul nr. 7 sunt prezentate succint efectele de toxicitate determinate de efluentii de biodegradare
comparativ cu substantele originale conform normelor internationale. Din analiza datelor experimentale
reiese faptul cad clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) determind un impact toxic pronuntat in comparatie
cu dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul (Tetranyl AT 7590). Faptul c& s-au evidentiat efecte toxice ne
conduce la urmatoarele ipoteze:

- posibilitatea persistdrii Tn solutie a unei concentratii de surfactant nebiodegradat, ceea ce se poate
corela cu rezultatele obtinute in cadrul testdrilor de biodegradabilitate ultima a surfactantilor
cationici (in specid a clorurii de benzentoniu) pentru care am obtinut cea mai mica valoare de
biodegradare ultima (67%) si de asemenea cu literatura de specialitate care indica valori de
biodegradare scdzute pentru aceasta clasa de surfactanti;

- aparitia in urma biodegradarii de intermediari / metaboliti posibil recalcitranti care pentru moment
tehnica analiticd disponibila nu permite detectarea or;

Prin extrapolare in situ (in apele de suprafatd), valorile de toxicitate prezentate obtinute Tnh conditii de
laborator se vor diminua considerabil avand in vedere debitele raurilor care efectueaza dilutia (de 100 de ori
pana la 1000 de ori). Comportarea in situ a substantelor studiate din punct de vedere toxicologic depinde de o
serie de factori fizico — chimici (pH, temperatura, oxigen, concentratie, Tncarcare microbiana, schimbari
climatice, prezenta altori compusi chimici, etc.) care pot modifica biodisponibilitatea acestor compusi la
organismel e acvatice.

Tabelul nr. 7 Clasificarea gradelor de toxicitate pentru efluentii de biodegradabilitate testati

Toxicitate conform normelor internationale (EPA, OECD, Persoone G. 2003)
Organism Compusoriginal Efluent Compusoriginal Efluent biodegradare
acvatic clorurad de biodegradare clorura dialchil hidroxietil dialchil hidroxietil
benzentoniu de benzentoniu amoniu metasul fat amoniu metasul fat
TOXIC: Clasal — nu exista NICD)EI{I\'I/'IQLPJEI\I/TIIE%LIJIL]IC_)S Clasa | — nu exista
Cyprinuscarpio | 1mg/l <LCsE toxicitate acuta toxicitate acuta
10 mgl/l TU<04 ACVATIC TU<04
: 10mg/I<L C5,£100mg/l '
: PUTERNIC Clasalll - toxicitate TOXIC: Clasa | — nu exista
Daphnia magna TOXIC acuta : toxicitate acuta
L Cep< 1mg/l 1<TU<10 Ll LGt D)) TU <04
Selenastrum PUTERNIC Clasalll —toxicitate ; Clasalll —toxicitate
Capricornutum TOXI C acuta TOXI C acuté
L Cep< 1mg/! 1<TU<10 1 mg/l <L Csf 10mgl 1<TU<10
L : TOXIC: Clasalll —toxicitate : Clasalll —toxicitate
Vibrio fischeri 1mg/l < LCsf acuta Tordic. acuta
10 mg/! 1<TU<10 L) 5 LG MO e 1<TU<10
Toxicitate

....... zona marcata indica pastrarea gradului de toxicitate al compusului original si dupa biodegradare;
....... zona marcata indica scaderea efectului de toxicitate;
....... zona marcata indica scaderea efectului de toxicitate pana la nepericulos pentru mediul acvatic.

Rezultate experimentale toxicitate in produse

In acest subcapitol s-a urmarit evidentierea efectelor toxice ale substantelor active (surfactanti cationici) din
compozitia produselor comerciale tip biocid (algicid) n vederea estimarii comportamentului toxicologic n
amestec cu ate ingrediente.

Pentru a evalua toxicitatea unui produs cationic comercial (clasat ca biocid — algicid) au fost efectuate
teste de laborator pentru determinarea toxicitatii acute a acestuia asupra cresterii algelor verzipe bazd de
clorura alchilbenzildimetil amoniu C12-C16 (50%) CAS 68424-85-1.
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Experimentul efectuat a evidentiat ca surfactantii cationici utilizati Tn produse biocide isi mentin gradul de
toxicitate in amestec cu ate ingrediente, n functie de proportia utilizata (ex. in cazul de mai sus proportia de
surfactant cationic a fost de 50% , 2% etilenglicol si 48% apé&, doza recomandata fiind de 2 mg/l) si de scopul
n care este utilizat produsul.

Conform reglementdrilor internationale Tn vigoare putem afirma caprodusul algicid, este puternic toxic /
foarte toxic pentru algele de apa dulce din specia Selenastrum capricornutum, valoarea CE,50 estimata
experimental fiind <1mg/l.

CAPITOTUL VII - Evaluarea stresului oxidativ indus de expunerea la surfactantii cationici si
amfoterici

Un alt obiectiv important al lucrarii 7l constitue identificarea si evaluarea efectelor toxice ale surfactantilor
cationici si amfoterici la nivelul sistemului antioxidant de aparare al pestilor.

Pentru Tndeplinirea acestui obiectiv s-a selectat specia de peste Cyprinus carpio, reprezentativa pentru apele
de suprafata din Romania si au fost selectati pentru testare: clorura de benzentoniu (cationic, CAS 121-54-0,
Hyamina 1622) si cocamidopropil betaina (amfoteric, CAS 4292-10-8, CAPB).

Caracterizarea testului de toxicitate acuta efectuat in vederea prelevarii de organe

A fost efectuat un test de toxicitate acuta, 96 h, semistatic (cu schimbarea solutiilor de testat Tn proportie de
75% la 48h pentru mentinerea constanta a concentratiilor de surfactant), Tn vase de testare de 100 litri,
utilizand 40 de exemplare de peste / substantd testatd si martor, respecténdu-se conditiile de testare ale
metodei de referinta - OECD 201. Materialul biologic utilizat a fost puiet de crap (sp. Cyprinus carpio) in
varsta de 1 an, specie autohtond, specifica apelor dulci din Romania, aclimatizat in laborator.

S-au testat clorura de benzentoniu si cocamidopropil betaina Tn concentratii individuale de 1mg/l.
Concentratii analitice determinate Tn solutiile de testare pe parcursul testului (monitorizare la fiecare 24h) au
fost: clorura de benzentoniu 0,54 — 0,87 mg/l (DIN 38409/20-1989); cocamidopropil betaina 0,55-0,89 mg/| -
Metoda Orange Il (Boiteux, 1984).

In timpul testului s-au monitorizat si alti parametrii fizico-chimici precum: CCOCr [pentru clorura de
benzentoniu, in medie - 14,4 mgO,/l (24 h), 28,8 mgO,/l (48 si 72h) si 105,6 mgO,/l (96h); pentru
cocamidopropil betaina, Th medie - 28,8 mgO./l (24 h), 86,6 — 115,2 mgO./l (48 si 72h) si 259,2 mgO./I
(96h)], pH (6,94 — 7,86 unitdti de pH), oxigen dizolvat (3-4mgO,/l), materii in suspensie (5,2 — 12,4 mg/l) si
temperatura (20-21°C).

Dupa 96h de testare s-au Tnregistrat urmatoarele mortalitati: clorura de benzentoniu (1 mg/l): 4 pesti — 10%;
cocamidopropil betaina (1mg/l): 0 pesti — 0%; martor: O pesti — 0%.

Prelevarea probelors-a efectuatla 24h, 48h si 96h s-au sacrificat cate 5 exemplare intoxicate si martor pentru
fiecare substanta testata ih vederea prelevari organelor de interes: ficat, intestine, branhie, muschi rosu,
muschi alb, gonadapentru analiza biochimica (probe conservate prin Tnghet la -80°C si histologica (probe
fixate Tn formol tamponat).

Omogenitatea |oturilor de organisme luate n testarea a fost asigurata prin cantarirea (58 + 10g) si masurarea
(15+2cm) fecarui individ si calculul indicilor hepatosomatici si gonadosomatici care nu au evidentiat
modificari semnificative din punct de vedere statistic fatd de lotul martor.

Extractele proteice s-au obtinut din fiecare proba de organe intoxicate si martor (ficat, rinichi, intestin si
branhie prelevate la 24h, 48h, 96h), utilizdnd tampon 0,1M TRIS-HClI 5mMEDTA, pH 7,4. Omogenatele
au fost incubate 60 min la 4°C, centrifugate 30 min la 8000-10000 rpm la 4°C, dupd care s-a preluat
supernatantul limpede, utilizat ulterior Tn analiza biochimica.
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Testele biochimice au presupus urmarirea urmatorilor biomarkeri:

activitatile enzimatice specifice a enzimelor antioxidante implicate in procesul de stres oxidativ:
Superoxid dismutaza (SOD) — metoda Paoletti (1986), Catalaza (CAT)- metoda Aebi (1974),
Glutation peroxidaza (Gpx)-metoda Beutler (1984), Glutation S transferaza (GST)-metoda Habig
(1974), Glutation 6 fosfat dehidrogenaza (G6PDH) — metoda Lohr si Waller (1974), Lactat
dehidrogenaza (LDH) [Bergmeyer H. U. si Bernt E., 1974]., Glutation reductaza (Gred) —
metoda Goldberg si Spooner (1983);

peroxidare lipidica prin determinarea indirectd a malondialdehidei (MDA) — metoda Draper and
Hadley (1990);

grupari carbonil (metodalevine R.L ., 1990), tiol (metoda Jocelyn P.C., 1987; Riener C. si colab.,
2002) si glutation (Kit Chemicon);

profil proteic din muschi alb si rosu [S.A.M. Martin si colab, 2001, Anderson N.L s cola., 1991].
evidentiere zimografica metaleproteinaze matriceale MMP2 si MMP9 din muschi rosu si ab
[Chadzinska M., 2008]

=

= =

Rezultate experimentale
Dozare enzimelor antioxidante

Experimentele de dozare a activitatii enzimatice a enzimelor antioxidante au fost conduse pe lizate celurare
ale organelor (ficat, branhii, rinichi, intestine) prelevate de la pestii (crap — Cyprinus carpio) supusi actiunii
toxice a surfactantilor. Anaizele biochimice au fost efectuate pe un lot de cate 5 indivizi per substanta testata
si interval de intoxicare (24h, 48h, 96h), procedurile biochimice fiind aplicate in triplicat pentru obtinerea de
date relevante si reproductibile. Pentru fiecare interval s-a calculat deviatia standard si s-a evaluat statistic
cota nivelului efectului toxic comparativ cu martorul utilizand programul XCEL, functia TTEST.

Activitatea enzimatica SOD si CAT

In figurile 3 si 4 se evidentiazi scaderea activitatii catalazei, in cazul surfactantului amfoteric, mult mai
pronuntatd fata de tratamentul realizat cu Hyamina in cazul ficatului, precum si cresterile importante
observate la branhii, rinichi si intestin, ceea ce a scos in evidenta toxicitatea CAPB prin generare de radicali
liberi ai oxigenului precum anion superoxid.

S0D_CAT Hyamina Figura nr. 3 Nivelul activitatii

2 enzimatice SOD si CAT 1in ficat,
g oo Z branhie, rinichi  si  intestin
% Aotk WFICAT WERANHIE ERINICH  ®INTESTIN ?ntoxicate cul mg/l Hyaminé Tn
HES intervalul de testare 24h, 48h si
§ oson &% 96h.*P<0,05 — efect semnificativ
T o = fatd de martor; **P<0,01 — efect
5 s ) ) | distinct semnificativ fatdi de
§ . . : . - : ] martor; ***P<0,001 — efect foarte

o u u " .J u < semnificativ fata de martor.

e CONTROL ‘ 24h a8h 36k 24h | 48h |

500 CAT
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Dozarea acestor enzime antioxidante din organele analizate intoxicate cu Hyamina au evidentiat amplificarea
activitatii CAT ceea ce indica prezenta unui nivel ridicat de peroxid de hidrogen care inactiveaza SOD, fapt
confirmat de alti cercetdtori [Bray si colab, 1974]. Se poate aprecia ca expunerea la CAPB, genereaza un
raspuns adaptativ la nivelul rinichiului, branhiei si intestinului.

Zimografie SOD

Infigura nr. 5 se poate observa ca in intoxicatia cu Hyamina la nivelul ficatului, izoforma de Mn- SOD are
0 activitate mai redusad in comparatie cu martorii de interval. Forma Cu-SOD prezintd o arie a peak-ului
relativd mai mare in primele 24h de intoxicatie cu Hyamina, dupa care efectul scade gradual comparativ cu
martorul pana la 96h. Aceasta diferentd de activitate Tntre cele doua izoforme sugereaza faptul ca prima tinta
a toxicitatii Hyaminei este mitocondria, fiind probabil cea mai afectata. Efectul cel mai pronuntat se observa
la 96h dupa intoxicatie in cazul ambelor izoforme de SOD. De asemenea se poate observa variabilitatea intre
indivizi Tn ceea ce priveste numarul izoformelor existente la nivelul citosolului si mitocondriei.

Analizdnd comparativ valorile activitatii superoxid dismutazei totale determinate prin metoda
spectrofotometrica si cele evidentiate zimografic se poate concluziona ca scaderea activitatii SOD la nivel
celular se datoreaza in egalda masura ambelor izoenzime.

h N4 K2 HR Hadh MG IWASh HBh bAh HBh  DISEh MOGh HSGh HOGh odn
NS00

EIRIX TR

i-ll-ﬂt g AL I‘-‘u 13 «(u/In500

Figuranr.5 Zimografie SOD (Hyamina)

Activitatea enzimatica a GPX, GST si GRED

Figurile nr. 7 si 8 evidentiaza, activitatea GRED scazutd evidentiata la toate intervalele de intoxicare cu
Hyamina si CAPB, ceea ce indica intr-o mare masura nivelul scazut de GSH (tioli liberi) existent la nivelul
ficatului, rinichiului si intestinului. Deci, se poate sugera implicarea glutationului in reactiile de detoxifiere a
organismului de compusul poluant si metabolitii sai. O biodisponibilitate scazuta a glutationului Tmpiedica
exercitarea functiei la valori normale a enzimei antioxidante GPX.
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Modularea activitatii specifice a LDH si GGPDH

Figura nr. 7 Nivelul activitatii
enzimatice GPX, GST si GRED 1in
ficat, branhie, rinichi si intestin
intoxicate cu 1 mg/l Hyamina in
intervalul de testare 24h, 48h si 96h.
*P<0,05 - efect semnificativ fata de
martor; **P<0,01 - efect distinct

semnificativ fatd de  martor;
***P<0,001 - efect foarte
semnificativ fata de martor.

Figura nr. 8 Nivelul activitatii
enzimatice GPX, GST si GRED in
ficat, branhie, rinichi si intestin
intoxicate cu 1 mg/l CAPB in

intervalul de testare 24h, 48h si 96h.
*P<0,05- efect semnificativ fatd de
martor; **P<0,01 - efect distinct
semnificativ fatd de  martor;
***P<0,001 -  efect foarte
semnificativ fatd de martor.

Intoxicatia cu surfactantii studiati, au condus in ambele cazuri, la modificari de activitate enzimatica ale
enzimelor LDH si G6PDH, toate organele fiind afectate. S-a observat, cd in general activitatile LDH si
G6PDH scad, exceptie la nivelul rinichiului Tn cazul ambelor substante testate, activitatea LDH creste
semnificativ dupd 96h. Avand Tn vedere faptul cd LDH catalizeaza transformarea piruvatului in lactat,
cresterea activitatii observatd la nivelul rinichiului sugereaza intensificarea metabolismului anaerob pentru
perioada de timp Tn care se acumuleaza excesiv compusi la nivel tisular. Este posibil ca in prezenta acestor
surfactanti si se modifice structura membranelor mitocondriale deranjand probabil fosforilarea oxidativa. Tn
acest context, este posibil ca glicoliza sa fie activatd pentru sinteza rapida de ATP.

LDH_G6PDH_Hyamina
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Figura nr. 9  Nivelul activitatii
enzimatice LDH si G6PDH 1in ficat,
branhie, rinichi si intestin intoxicate
cu 1 mg/l Hyamina in intervalul de
testare 24h, 48h si 96h. *P<0,05 —
efect semnificativ fatd de martor;
**P<0,01 — efect distinct semnificativ
fatda de martor; ***P<0,001 - efect
foarte semnificativ fata de martor.
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Peroxidare lipidica

Nivelul peroxidarii lipidice exprimate sub forma de malondialdehida Tn organele analizate de la pestii expusi
la cele doua tipuri de surfactanti sunt prezentate in figurile nr. 11 si 12.

Anaizand rezultatele s-a apreciat ca intoxicatia cu Hyamina afecteaza organele in urméatoarea ordine:
branhie, ficat, rinichi, intestin; iar intoxicatia cu CAPB prezinta specificitate in primul rand pentru rinichi si
branhii, urmate de ficat si intestin.

Peroxidarea lipidicd Tnregistratd dupa intoxicatia acutd cu CAPB este net superioara Hyaminei, fapt ce
puncteazd in mod cert o deteriorare a membranelor celulare, pierderea homeostaziei celulare si formarea
aductilor dintre MDA si proteine sau ADN, care explica toxicitatea compusului si conduc in cele din urma la
carcinogeneza.

MDA_1mg/l_Hyamina MDA 1mg/| CAPB
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ficat kranhii rinichi ficat branhii rinichi

Figura nr. 11 Variatia MDA in ficat, branhii si Figura nr. 12 Variatia MDA in ficat, branhii si
rinichi intoxicate cu 1mg/l Hyamina rinichi intoxicate cu 1mg/l CAPB

*P<0,05 - efect semnificativ fatd de martor; **P<0,01 — efect distinct semnificativ fatd de martor; ***P<0,001 — efect foarte
semnificativ fata de martor.

Evaluarea nivelului de Glutation redus (GSH)

Concentratia de GSH la nivelul ficatului, rinichiului si branhiei, a scazut in raport cu martorii la toate
intervalele de expunere la ambele substante testate (figurile nr. 13 si 14). Aceste rezultate ne conduc la

22



concluzia inducerii unei stari de stres oxidativ la nivelul acestor organe ca urmare a unei concentratii
crescute de radicali liberi determinati de prezenta acuta a toxicului. Rezultatele pot fi corelate de asemenea
cu nivelele scazute ale activitatii enzimelor GRED si GST care utilizeaza moleculele de GSH n procesul de
detoxifiere aorganismului.
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Figura nr. 13 Variatia GSH 1in ficat, branhii si Figuranr. 14 Variatia GSH in ficat, branhii si rinichi
rinichi intoxicate cu 1mg/l Hyamina, intoxicate cu 1mg/l CAPB

***P<(,001 - efect foarte semnificativ fata de martor

Dozare grupatri tiol (SH)

In cazul nivelului de SH proteice, la nivelul ficatului, modificarile sunt foarte semnificative, incepand cu
scadere la 24h si 48h si continuand cu o crestere foarte semnificativa la 96h. Tn cazul branhiei intoxicate cu
Hyamina s-a putut observa crestere la 24h si 48h, Insd dupa 96h s-a constat revenirea in limitele martorul ui,
ceea ce ar putea specula ca branhiile reusesc sa treaca cu bine peste socul intoxicatiei acute cu Hyamina, desi
acest lucru nu e confirmat de celelalte determinari.

Tn intoxicatia cu CAPB a branhiei s-a observat incadrarea in limitele martorului la 24h si 48h, nsi dupa 96h
nivelul SH proteice creste foarte semnificativ.

In preparatele obtinute din muschiul alb s-au observat cresteri distinct semnificative in cazul ambelor
substante testate. Tn muschiul rosu cresterile distinct semnificative de la 24h si 48h sunt compensate de
scaderea brusca la 96h, efect ce se poate pune pe seama micsorarii stocului existent de GSH si alti
antioxidanti neproteici cu masa moleculara mica.
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Figura nr. 15 Variatia SH proteice In muschiul Figuranr. 64 Variatia SH proteice in muschiul rosu
alb

*P<0,05 - efect semnificativ fata de martor; **P<0,01 — efect distinct semnificativ fata de martor; ***P<0,001 - efect foarte semnificativ fata de martor.
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Dozarea gruparilor carbonil

Tn muschiul alb si rosu (figurile nr. 17 si 18) s-a evidentiat cresterea semnificativid a concentratiei de
carbonili la toate intervalele de intoxicare in cazul ambelor substante studiate. Semnificativa este cresterea
graduala nregistratd la nivelul muschiului rosu care se datoreaza Tn special metabolismului aerob al acestui
tesut, expunerea la surfactanti determinand oxidarea proteinelor si formarea gruparilor carbonil.
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Figura nr. 17 Variatia gruparilor carbonil in Figura nr. 18 Variatia gruparilor carbonil Tn
muschiul alb muschiul rosu

*P<0,05 — efect semnificativ fatd de martor; **P<0,01 — efect distinct semnificativ fatd de martor.

Profil proteic muschi

Intoxicatia acuta cu Hyamina a determinat in muschiul alb, la 96 h, o crestere a densitatilor optice a formelor
moleculare cu masele de: 327, 142, 64, 51, 29, 22 kDa, cea mai mare crestere evidentiindu-se pentru forma
moleculard cu masa de 64kDa (figuranr. 19).

La nivelul muschiului rosu, Hyamina a provocat o crestere a densitatii optice aformei moleculare cu masa de
42 kDa. Dupa 48 h nu s-au Tnregistrat modificari semnificative n raport cu martorul de interval, iar dupa 96h
de expunere la poluant s-a observat scaderea valorilor densitatii optice a formelor moleculare cu masele de
176, 118, 42 si 3 kDa (figura nr. 20).
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S-a constatat ca CAPB determina cresterea densitatii optice a formei moleculare cu masa de 42 kDa. Dupa
96h de expunere la poluant s-a Tnregistrat crestere ariei peak- ului b-actinei cu 31% fata de martor (figurile
nr.21si22)

Metaloproteinaze matriceale in muschi

Nivelul activitatii metaloproteinazelor matriceale MMP2 (cu masa moleculara de 72 kDa) din extractul de
muschi alb intoxicat cu Hyamina, Tnregistreaza o scadere in raport cu martorul la inceputul intervalului de
expunere, creste semnificativ dupd 48 h si pastreaza valori crescute si dupa 96 h. Activitatea MMP9, cu masa
moleculara de 92 kDa a crescut in toate intervalele de expunere la poluant fata de martorul de interval
(figuranr. 21).
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Figura nr. 21 Activitatea metaloproteinazelor MMP2 si  Figura nr. 22 Activitatea metal oproteinazelor MMP2,
MMP9 din muschiul alb, intoxicatie cu 1mg/l Hyamina MMP9 din muschiul rosu, 1mg/l Hyamina

Nivelul activitdtii metaloproteinazelor matriceale MMP2 din extractul de muschi rosu intoxicat cu Hyamina,
inregistreaza o crestere n raport cu martorul la toate intervalele de intoxicare. Activitatea MMP9, este
inhibata la inceputul intervalului de expunere si creste dupa 48 si 96 h de expunere (figuranr. 22).
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Figura nr. 23Activitatea metaloproteinazelor MMP2 si MMP9 din muschiul alb, intoxicatie cu 1mg/l CAPB

Nivelul activitatii metaloproteinazelor matriceale MMP2 din extractul de muschi alb intoxicat cu CAPB,
inregistreaza o scadere Tn raport cu martorul la Tnceputul intervalului de expunere, dupd care inregistreaza
cresteri usoare la 48h si 96h. Activitatea MMP9 a crescut n toate intervalele de expunere la poluant fatd de
martorul deinterva (figuranr. 23)
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Figura nr. 24 Activitatea metaloproteinazelor MMP2 si MMP9 din muschiul rosu, intoxicatie cu 1 mg/l
CAPB

Nivelul activitdtii metaloproteinazelor matriceale MMP2 in extractul de muschi rosu intoxicat cu CAPB
(figura nr. 24), inregistreaza o crestere n raport cu martorul Tn toate intervalele de timp testate. Activitatea
MMP9 se Tncadreaza in limita martorului la Tnceputul intervalului de expunere, dar creste dupa 48 si 96 h de
expunere.

Interesant este faptul ca Tn cazul intoxicatiei acute cu Hyamina se activeaza MMP-2, iar Tn cazul intoxicatiei
cu CAPB se activeaza MMP-9. Aceasta diferentd evidentiaza enzime si mecanisme diferite implicate Tn
refacerea matrixului extracelular si regenerarea tisulara la nivelul celor doua tipuri de muschi. Cresterea
nivelului de activare a metaloproteinazelor MMP2 si MMP9 determina refacerea tisulard si vindecarea
leziunilor survenite din cauza actiunii toxice a poluantului la nivelul muschiului rosu.

CAPITOLUL VIII - EVALUAREA MODIFICARILOR HISTOLOGICE

Scopul prezentului capitol a fost evidentierea modificarilor histologice la nivel tisular provocate de
intoxicatia pestilor cu clorurd de benzentoniu (Hyamina 1622) si cocamidopropil betaina. Pentru evidentierea
efectelor acute ale surfactantilor testati s-a ales metoda de colorare hematoxilind-eozina, permitand decelarea
efectelor structurale la nivelul mai multor organe vitale (ficat, branhie, rinichi, intestine, muschi alb si rosu,
etc.).Pestii supravietuitori (specia Cyprinus carpio, crap) intoxicati timp de 96h cu cate 1mg/l surfactant
cationic si amfoteric, au fost sacrificafi la intervalele de 24h, 48h si 96h pentru prelevarea organelor de
interes in vederea investigatiilor histopatologice.

S-a constatat c& surfactantul cationic (clorura de benzentoniu) determina urmatoarele modificéri: ficat —
vacuolizarea hepatocitelului si hipertrofierea unor nuclei ai celulelor hepatice; branhie — congestie vascularg,
lamele branhiale clavate si fuziune; rinichi — vacuolizarea epiteliului tubulilor uriniferi, formare de agregate
de macrofage si dilatarea spatiului capsulei Bowman; intestine — vacuolizarea citoplasmei celulelor
epitelialesi tendintd de fuziune a vilozitatilor (figurile nr. 26, 27, 28, 29).
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Tn cazul surfactantului amfoteric (cocamidopropil betaind) s-au observat urmatoarele efecte: ficat — aparitia
zonelor necrotice, fomare de agregatelor de macrofage si capilare dilatate; branhii - congestie vasculard,
lamele branhiale clavate si fuziune; rinichi- hipertrofierea nucleilor, necreoze la nivelul epiteliului tubulilor
uriniferi; intestine - vacuolizarea citoplasmei celulelor epiteliale si tendintd de fuziune a vilozitatilor (figurile
nr.25si 30).

Figura nr. 25Secgiue prin fi;:at dupd ihfoxica;ie acuta Figura nr. 26 Sectiune prin ficat dupa intc;x'icagie
cu CAPB dupa 96 h; H-E, x 40; Agregate de acuta cu Hyamina 96 h; H-E, x 40; Vacuolizarea
macrofage; Capilare sinusoide dilatate hepatocitel or

Figura nr. 27 Sectiune prin ficat dupa itoxica‘gie'acuté Figura nr. 28 Sectiune prin ficat dupd intoxicatie
cu Hyamind 48 h H-E, x 20; Lamelad clavatd sau acutd cu Hyamina 48 h H-E, x 240; Fuziunea
anevrism lamelar lamelelor branhiale

L e 3

Figura nr. 29 Sectiune prin rinichi dupd intoxicatie Figura nr. 30 Sectiune prin rinichi dupa intoxicatie
acuta cu Hyamina 96 h, H-E, x 40;Sdgeata-Vacuolizarea acuta cu CAPB 96 h, H-E, x 40;

epiteliului  tubulilor uriniferi; Steluta-Agregat de Necrozareaepiteliului tubulilor uriniferi
macrofage

Analiza histologica a organelor analizate a scos in evidentd urmatoarele:
e Modificérile structurale provocate de cei doi agenti de suprafata nu sunt specifice si au fost identificate
si In cazul expunerii la ate categorii de xenobiotice;
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e Maodificarile structurale au afectat organe vitale implicate Tn detoxifierea organismului: ficat, rinichi,
branhie, debuténd dupa intervale scurte de expunere acuté la poluant (24 h);

o Majoritatea modificarilor structurale sunt considerate compatibile cu functionarea tesuturilor si
supravietuire, Tnsd au aparut si anomalii severe si foarte severe: anevrism, rupturi celulare, focare de
necroza care periclizeaza buna functionare a tesutului;

e Analiza histologica a fragmentelor de organe poate constitui un biomarker in monitorizarea calitatii apei
si al efectelor compusilor deversati ih bazinele acvatice

CAPITOLUL IX - CARACTERIZAREA RISCULUI ACVATIC

Prezenta lucrare s-a finalizat prin elaborarea unei metodologii de evaluarea a riscului acvatic utilizatd n
scopul evaludrii efectelor adverse ale expunerii surfactantilor cationici si amfoterici asupra componentei
acvatice.

Scopul metodologieia fost de a evalua si caracterizarea riscului acvatic generat de agentii de suprafata
cationici (Hyamina 1622 CAS 121-5400) si amfoterici (cocamidopropil betaina CAS 4292-10-8) si
estimarea unor concentratii maxim admise in apele de suprafatad astfel incat s& nu fie pusa in pericol viata
organismelor acvatice pe intreg lantul trofic.

Evaluarea riscului acvatic a presupus colectarea de informtii si obtinerea de date in-house pentru a se estima
concentratia de surfactanti cationici si amfoterici Tn componenta acvaticd (predicted expousure
concentration, PEC acvatic) si concentratia la care nu sunt observate efecte adverse asupra organismelor
(no-effect concentration,PNEC acvatic). Compararea acestor informatii ne-a permis s& stabilim dacd
substantele studiate au sau nu efecte nocive asupra mediului acvatic prin raportul PEC/ PNEC in care
valoarea PEC trebuie sa fie mai mica decét valoarea PNEC astfel incat subtantele sa nu prezinte risc acvatic.
Pentru substantele individuale raportul PEC/PNEC trebuie sa fie <1, ceea ce indica faptul c& nu va fi nevoie
de noi cercetari pentru identificarea unui potential risc.

Avand in vedere metodologiile internationale de evaluare a riscului ecologic [EPA 1997, CESIO 1996,
HERA 2008, HERA 2005, TDG 2003] si informatiile obtinute Th cadrul acestei lucrari, pentru evaluarea i
caracterizareariscului acvatic a surfactantilor studiati, propunemurmatoarele etapeconform figurii nr. 31:
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EVALUAREA RISCULUI ACVATIC
DATORAT SURFACTANTILOR
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A
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»  Frecventa utilizarii;
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pentru evaluarea ecotoxicitatii;
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Figura nr. 31 Plan de evaluare a riscului acvatic pentru surfactanti



Metodologia aplicata a permis elaborarea a doua studii de caz privind evaluarea riscului acvatic, dupa cum
urmeaza:

<+ Surfactanti cationici de tipul sarurilor quaternare de amoniu (ex. Clorura de Benzentoniu /
Hyamina 1622 CAS: 121-54-0)

Tabel nr. 8 Estimarea coeficientilor de risc acvatic conform normelor OECD, EC si ECETOC

Valoare PEC Factor de aplicare la cea mai Valoare Coeficient de Risc
(apa de suprafata) e mica valoare CE50 /NOEC PNEC acvatic (PEC/PNEC)
0,39 mg/l (alge)[*] 100 (OECD) 0,0039 51,28
[in-house] 1000 (EV) 0,00039 512,20
PECex = 0,2 mg/l 200 (ECETOC) 0,00195 102,56
[NICNAS, 2003 0,004 mg/l (Daphnia) [**] | 10 (conform OECD si EU) 0,0004 500
[NICNAS, 2003]
0,05 mg/l (alge) [***] 100 (OECD) 0,0005 400
[in-house]
0,39 mg/l (alge) [*] 100 (OECD) 0,0039 0,51
[in-house] 1000 (EV) 0,00039 512
PEC,in=0,002 mg/| 200 (ECETOC) 0,00195 1,025
[NICNAS, 2003] 0,004 mg/l (Daphnia) [**] | 10 (OECD s EU) 0,0004 5
[NICNAS, 2003]
0,05 mg/l(alge)[***] 100 (OECD) 0,0005 4
[in-house]
0,39 mg/l (alge) [*] 100 (OECD) 0,0039 2,56
[in-house] 1000 (EV) 0,00039 25,64
PEC,»=0,01 mg/| 200 (ECETOC) 0,00195 512
[in- house] 0,004 mg/l (Daphnia) [**] 10 (OECD s EV) 0,0004 25
[NICNAS, 2003]
0,05 mg/l (alge) [***] 100 (OECD) 0,0005 20
[in-house]

Concluzia finald | Coeficient derisc >1 — surfactatii cationici (sarurile guaternare de amoniu /Hyamina 1622) prezinta risc
asupra componentei acvatice la concentratii estimate de 0,01-0,2 mg/l. Conform datelor experimentale

obtinute in- house si/sau publicate Tn literatura, exista posibilitatea ca la concetratii <0,002 mg/l in apa de
suprafatd, sa nu mai prezinte efecte toxice asupra organismelor acvatice.
Observatii: [*] Au fost efectuate trei teste de toxicitate acute (pesti, alge si crustacee) si s-a selectat cea mai mica valoare CE50; [**] Au fost
identificate Tn literatura valorile de toxicitate cronica pentru crustacee si pesti din care s-a selectat cea mai mica valoare NOEC; [***] S-a determinat
in-house NOEC pentru age.

£ Surfactanti amfoterici de tipul Coco alchil derivati (ex. Cocamidopropil betainad/ laurilamidopropil
betaine/ AMFODAC LB CAS: 4292-10-8)

Tabel nr. 9 Estimarea coeficientilor de risc acvatic conform normelor OECD, EC si ECETOC

Valoare PEC  ovatic Valoare CE50/ Factor de aplicarela cea mai Valoare Coeficient de Risc
(apa de suprafata) NOEC mica valoare CE50 /NOEC PNEC acvatic (PEC/PNEC)
100 (conform OECD) 0,055 0,036
223 mgﬂéﬁsgee) '] 1000 (conform EU) 0,0055 0,36
0,002 mg/! [in=houss] 200 (conform ECETOC) 0,027 0,074
in- house ***7 Tin-
[ ] Bl (ha' ge) [***11in- | 100 (0ECD) 0,005 0.4
ouse]
0,09 mg/l (alge) [**]
[TUCLID 2000] 10 (conform OECD / EU) 0,009 0,22
100 (conform OECD) 0,055 0,034
0,0019 mg/! 5'55['7?3%3189&? "] 1000 (conform EU) 0,0055 0,34
[Kazuaki M. et al, th-hou 200 (conform ECETOC) 0,027 0,07
2008]. 0,5 mg/l (alge) [***] [in- | 100 (OECD) 0,005 0,38
house]
0,09 mg/l (age) [**] 10 (conform OECD / EU) 0,009 0,21

identificate Tn literatura valorile de toxicitate cronicd pentru crustacee si pesti din care s-a selectat cea mai mica valoare NOEC; [***] S-a determinat
in-house NOEC pentru alge.
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CONCLUZII GENERALE

Prezenta teza de doctorat a avut ca principal obiectiv caracterizarea ecotoxicologica a agentilor de suprafata
cationici si amfoterici respectand cerintele Regulamentului European CE nr. 648/2004 si evaluarea
riscului acvatic.

Pentru evidentierea aportului de noutate al prezentei teze de doctorat, in prima parte a tezei de doctorat s-a
realizat stadiul cunosterii, cu accent deosebit asupra surfactantilor cationici si amfoterici, privind
consideratiile generale ale detegentilor, respectiv tipuri si utilizari, aspecte ecotoxicologice
(biodegradabilitate, toxicitate, bioacumulare, metabolizare), efecte subletale evidentiate la nivel fiziologic
(stres oxidativ, posibili biomarkeri ai contaminarii cu surfactanti potentiale modificari histologice). De
asemnenea s-au studiat reglementérile nationale si internationale privind normarea n diverse tipuri de ape i
produse de curatat, criterii de comercializare si etichetare ecologica.

Analiza datelor de literaturd expuse in capitolul | a condus la concluzia generala ca exista suficiente studii
de evaluare a ecotoxicitatii surfactantilor anionici precum si pentru o mare parte dintre cei neionici, si de
aceea cercetarea viitoare ar trebui Tndreptatd Th mod special pentru elucidarea efectelor toxice ale
surfactantilor cationici si amfoterici al caror profil ecotoxicologic este putin cunoscut, iar proprietatile lor
fizico-chimice pot influenta semnificativ rezultatele studiilor ecotoxicologice. De asemnea s-a constatat un
numar redus si neclar de informatii privind biodegradabilitatea si toxicitatea compusilor selectati pentru
cercetare (cationici — clorura de benzentoniu si amfoterici — cocamidopropil betaina).

Tn general pentru evaluarea ecotoxicititii se recomandd metodologia standardizati OECD si 1SO,
reglementata si recunoscuta la nivel mondial. Tn ceea ce priveste evaluarea gradului de biodegradare, cel mai
des se utilizeaza metodele de biodegradabilitatea ultima aeroba reglementatda de catre Regulamentul
648/2004 privind detergentii, iar pentru evaluarea toxicitdtii se utilizeaz& baterii de teste care s& acopere
toate nivele trofice din mediul acvatic (pentru acestea se recomanda teste acute si cronice n sistem clasic sau
aternativ).

S-a constatat cd surfactantii cationici Tntdmpina probleme de biodegradare aeroba, in timp ce surfactantii
amfoterici sunt usor biodegradabili, iar din punct de vedere al toxicitatii atat surfactantii cationici cét si cei
amfoterici determind efecte acute (fiind clasificati in clasele de toxicitate TOXIC sau MODERAT TOXIC)
asupra pestilor, crustaceelor, algelor si bacteriilor.

Tn consecintd, cercetarea experimentald din prezenta lucrare a utilizat pentru metodologia OECD si 1SO
pentru evaluarea ecotoxicitdtii si baterii de teste de toxicitate acute, cu timp de executie si costuri reduse,
conduse pe organisme acvatice specifice apelor de suprafata din Romania (crap, purici de balta, alge verzi si
bacterii).

Capitolul Il a evidentiat ca in literatura de specialitate nu exista date privind efectele surfactantului cationic
- clorura de benzentoniu si amfoteric - cocamidopropil betaina, asupra sistemelor enzimatice de aparare din
organismul pestilor, drept pentru care rezultatele obtinute Tn acest sens au constituit o noutate la nivel
international.

Capitolul 111 a scos In evidenta importanta alinierii la reglementérile internationale privind detergentii,
respectiv. Regulamentul 648/2004 privind detergentiisi amendamentele ulterioare care impune reguli
stricte de comercializare a produselor de curatat in vederea asigurarii protectiei sanatatii umane si a mediului.
De asemenea prezentul regulament prevede si ghiduri de evaluare a riscului complementar determinat de
surfactanti in urma biodegradarii prin formare de metaboliti potential recalcitranti.

Acest capitol a subliniat un aspect foarte important pentru evidentierea noutatii subiectului abordat, acela ca
surfactantii cationici si amfoterici nu sunt normati in apele uzate si apele de suprafatd de catre legislatia
nationald si internationala.
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Tn a doua parte a tezei au fost prezentate experimentele de laborator si rezultatele (privind biodegradarea,
toxicitatea si efectele la nivelul sistemelor de aparare ale organimelor acvatice — pesti) care au condus in final
la caracterizarea ecotoxicologica a surfactantilor cationici si amfoterici si evaluarea riscului acvatic.

Tn acest scop, in vederea experimentdrii au fost selectati surfactantii cationici (din clasa sarurilor
quaternare de amoniu), utilizati frecvent in fabricarea detergentilor si balsamurilor de rufe si vase, dar si in
produse biocide,precum si surfactantii amfoterici (din clasa coco alchil derivatilor)folositi la fabricarea
produselor de Tngrijire personald (sampoane, balsam pentru par, sapun lichid si lotiuni de curatare pentru
fatd) si Tn industria detergentilor de curatare.

In capitolul 1V au fost prezentate metodele analitice si parametrii lor de performantd, aplicate pentru
determinarea catitativa a surfactantilor cationici si amfoterici (specificate Th anexele Regulamentul European
nr. 648/2004/CE) sunt tehnici spectrofotomerice, de rutind care implica costuri scazute. Limitele de detectie
n solutii apoase sintetice / probe de mediu contaminate (ape uzate si ape de suprafata) oferite de aceste
metode sunt: 0,003 mg/l pentru surfactantii cationici si 0,002 mg/l pentru surfactantii amfoterici.
Interferentele metodelor sunt determinate de prezenta altor categorii de surfactanti (anionici, cationici,
substante organice) care reactioneaza fie cu surfactantul tinta fie cu reactivul de culoare formand compusi
stabili. Aceste probleme pot fi Tnldturate prin utilizare rasinilor schimbatoare de ioni care separa surfactantii
tinta.

Selectivitate metodei pentru probele sinstetice a fost asigurata prin utilizarea curbelor etalon realizate pentru
principalele substante studiate (Hyamind, Tetranyl si cocamidopropil betaind). Pentru detectia selectiva a
compusilor cationici si amfoterici din probele de mediu recomandam utilizarea de tehnici performate tip
HPLC.

Capitolul V a prezentat testele de biodegradabilitate (realizate conform anexelor Regulamentului European
nr. 648/2004/CE) care au demonstrat ca surfactantii cationici de tipul sérurilor quaternare de amoniu (ex.
diachil hidroxietil amoniu metasulfat / Tetranyl AT 7590, clorura de benzentoniu/ Hyamina 1622, bromura
de cetilpiridiniu si TEA esterquatii) si amfoterici tip coco alchil derivati (ex. cocamidopropil betaina /
ANFODAC LB) prezintd o biodegradabilitate primard =80% si o biodegradabilitate ultima>60%. Conform
criteriilor de conformare ale metodelor aplicate pentru evaluarea gradului de biodegradabilitate, surfactantii
studiati si amestecurile lor respecta procentele de biodegradare impuse. Se remarcd o biodegradabilitate mai
scazutd a surfactantilor cationici comparativ cu surfactantii amfoterici. Rezultatele obtinute au fost
comparabile cu datele specificate Tn literatura de specialitate pentru compusi similari privind gradul de
biodegradabilitate a acestor compusi.

Capitolul VI a prezentat experimentele de toxicitate acuta care au evidentiat ca surfactantii cationici (clorura
de benzentoniu /Hyamina 1622 si dialchil hidroxietil amoniu metasulfat / Tetranyl AT 7590) a manifestat un
efect de la foarte toxic la nociv pentru toate organismele acvatice testate, cele mai afectate organisme fiind
crustaceele, algele si bacteriile. In ceea ce priveste surfactantii amfoterici (cocamidopropil betaina/
ANFODAC LB), acestia au manifestat efect toxic asupra pestilor, crustaceelor si algelor, iar asupra bacteriilor
aavut efect slab toxic/ practic netoxic.

Conform reglementarilor in vigoare si asistemelor de clasificare am apreciat ca surfactantul cationic - clorura
de benzentoniu, se Thcadreza Tn categoria 1 de toxicitate acutadeoarece prezinta efecte puternic toxice pentru
crustacee si alge la concentratii < 1 mg/l. Surfactantii - cationic (dialchil hidroxietil amoniu metasulfat) si
amfoteric (cocamidopropil betaind) se incadreza in categoria 2 de toxicitate acutadeoarece prezinta efecte
toxice la concentratii cuprinse n intervalul 1- 10 mg/I.

Caracterul inovativ al experimentelor de toxicitatea acvatica constd n selectarea celor doi compusi utilizati
n testare (clorura de benzentoniu si cocamipropil betaina) pentru care nu sunt disponibile date de toxicitate
acuta asupra speciei de peste Cyprinus scarpio, specifica apelor dulci din Romania.
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Tot Tn acest capitol s-a incercat completarea bazei de informatii privind ecotoxicitatea surfactantilor cationici
si estimarea unui potential risc complementar, prin studii de toxicitate efectuate pentru lichilele rezultate Tn
urma biodegradarii. Efluentii de biodegradare ai surfactantilor cationici testati au manifestat efecte toxice
asupra organismelor, gradul de toxicitate variind in functie de tipul organismului, astfel incat algele si
bacteriile au fost organismele cele mai sensibile, aspect care poate fi corelat cu efectul determinat de
substantele chimice originale asupra acestor specii. Din analiza datelor experimentale s-a evidentiat ca
Hyamina 1622 / clorura de benzenthoniu determina un impact toxic pronuntat in comparatie Tetranyl AT
7590/ dialichil hidroxietil amoniu metasulfatul, iar faptul cd s-au inregistrat efecte toxice ale solutiilor de
agenti de suprafata rezultate in urma proceselor de biodegradare, ne conduce la ipoteza aparitiei unor
metaboliti de biodegradare cu potential recalcitrant sau persistenta surfactantului in mediul de testare. Pentru
moment dotarea analiticd nu permite determinare de metaboliti ai surfactantilor fiind necesare echipamente
moderne.

Efectele surfactantilor selectati pentru testare (clorura de benzentoniu si cocamidopropil betaina) asupra
sistemului antioxidant de aparare si inducerea stresului oxidativ, au fost prezentate in capitolul VII.
Concluziile generale obtinute Tn acest sens au fost urméatoarele:

- Sa constatat ca ficatul si branhiile au fost organele cele mai afectate de actiunea toxicad a surfactantului
cationic cu schimbari semnificative in metabolismul celular. Alaturi de afectarea sistemului enzimatic
antioxidant, intensificarea peroxidarii lipidice si scaderea GSH confirma faptul ca Hyamina determina
toxicitate la nivelul ficatului si branhiilor din Cyprinus carpio prin instalarea stresului oxidativ. Asadar,
clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) manifesta un efect toxic sub-letal acut cu tendinta de impact toxic
pe termen lung.

- intoxicatia cu surfactant amfoteric, a evidentiat o actiune toxica selectiva la nivelul organelor, ficatul si
branhia fiind cele mai afectate. Pe baza anaizelor biochimice, care au evidentiat instalarea stresului
oxidativ si a peroxidarii lipidice la nivelul organelor studiate, rezulta ca aceasta substantd, care se
regaseste la o puritate destul de micd (<50%) manifesta un efect toxic sub-letal acut cu tendintd de
impact toxic pe termen lung.

Capitolul VIII a evidentiat modificarilor histologice la nivel tisular provocate de intoxicatia pestilor cu
clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) si cocamidopropil betaind. S-au constatat modificari ale structurilor
tisulare Tn ambele cazuri de intoxicare, efectelor fiind evidentiate imediat dupa 24 h de la intoxicare. Cele
mai drastice modificdri Tn raport cu martorii s-au evidentiat in intoxicatia cu clorura de benzentoniu care
determind vacuolizarea hepatocitelului la nivelul ficatului, congestie vasulara la nivelul branhiilor,
vacuolizare si fomare de agregate de macrofage la nivelul epiteliului urinifer. Nici efectele surfactantulul
amfoteric (cocamidopropil betainei) nu sunt de neglijat acesta determinand zone necrotice la nivelul ficatului
si fuziunea lamemelor branhiale.

Prezenta lucrare s-a finalizat cu elaborarea unei metodologii si cu doua studii de caz privind caracterizarea
riscului asupra componentei acvatice, prezentate in capitolul 1X. Prin aplicarea metodologiel de evaluare
risc propusa in ultimul capitol al lucrarii, s-a evaluat riscul acvatic generat de clorura de benzentoniu /
Hyamina 1622 (surfactant cationic din clasa sarurilor quaternare de amoniu) si cocamidopropil betaind/
ANFODAC LB (surfactant amfoteric din clasa coco alchil derivatilor).

Evaluarea riscului acvatic a presupus colectarea de informatii privind expunerea la substantele testate
(caracterizare, proprietdti, utilizare, cai de patrundere in mediu, prezenta in mediu, biodegradare, etc.) astfel
Tncét sa se permitd predictia concentratiei Tn apa de suprafatd (Predicted Expousure Concentration, PEC).
Un al doilea set de informatii (toxicitate acvaticd, efecte sub-letale, efecte complementare, etc.) a presupus
estimarea celei mai mari concentratii la care nu sunt observate efecte adverse asupra organismelor acvatice
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(Predicted No-Effect Concentration, PNEC). Compararea acestor informatii a permis stabilirea riscului
generat de substantele testate asupra mediului acvatic. Utilizarea acestor substante Tn produse de curatat este
permisa atunci cadnd PEC este mai mic decat PNEC.

Concluziile finale ale studiilor de caz au fost urmatoarele:

Surfactanti cationici

Majoritatea valorilor coeficientilor de risc acvatic estimati pentru surfactantii cationici (saruri quaternare de
amoniu) din care face parte clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) au fost >1, ceea ce atesta faptul ca
aceste substante si implicit cea studiata de catre noi prezintd risc asupra organismelor acvatice, apreciere
sustinuta si de efectele sub-letale evidentiate la nivelul sistemelor de detoxifiere a organismelor, precum si de
efectele complementare pe care aceaste substante le poate determina Th urma biodegradarii prin persistenta
sau generare de metaboliti recalcitranti.

Ca urmare a datelor obtinute prin acest studiu de risc si avand n vedere faptul cd monitorizarea si normarea
concentratiilor de agenti de suprafatd cationici nu sunt reglementate de legislatia nationala si internationald
privind calitatea apelor de suprafatd, recomandam ca valoarea de <0,002 mg/l sa fie stabilita ca limita
maxima admisa Tn apa de suprafata pentru agentii de suprafata cationici cu azot quaternar (implicit
clorura de benzentoniu, dialchil hidroxietil metasulfat, bromura de cetilpiridiniu), astfel incat s& nu fie
afectata viata ecosistemului acvatic.

Surfactanti cationici

Coeficientul de risc determinat pentru surfactantii amfoterici (coco achil derivati, ex. cocamidopropil betaina
/ laurilamidopropil betaina / ANFODAC LB) este < 1 ceea ce conduce la concluzia cd aceasta clasa de
substante nu_prezinta risc asupra componentei acvatice din Romania, insa datoritd efectelor sub letale
negative evidentiate la nivelul organelor de peste mai sunt inca necesare studii in acest sens.

De asemenea, ca urmare a acestui studiu de risc si avand in vedere faptul ca agentii de suprafata amfoterici
nu sunt normati de legislatia nationald si internationald, estimam cd valoarea de 0,01 mg/l poate fi
considerata calimitd maxima admisa in apa de suprafata pentru compusii de tip coco alchil derivati (ex.
Cocamodopropil betaina / laurilamidopropil betaind / ANFODAC LB), astfel incéat sa nu fie afectatd viata
ecosistemului acvatic.

Contributii originale ale prezentei teze de doctorat au fost urmatoarele:

¢ Informatii noi privind caracterizarea ecotoxicologica (biodegradare si toxicitate) a surfactantilor cationici si
amfoterici (in special clorura de benzentoniu si cocamidopropil betaina). Surfactantii studiati se
biodegradeaza primar (>80% eficientda de indepdrtare) si ultim (>60% eficienta de indepartare), cu
mentiunea ca surfactantii cationici au obtinut cele mai mici valori. In ceea ce priveste toxicitate acutd acvatica
s-a constatat ca surfactantii cationici sunt toxici pentru crustacee, alge si bacterii (,,toxicitate acuta categoria
1’7, iar surfactantii amfoterici sunt toxici pentru pesti, crustacee si alge (,,toxicitate acuta categoria 2”).

e Initierea evaluarii riscului complementar a surfactantilor cationici prin efectuarea de teste de toxicitate a
lichidelor rezultate in urma biodegradarii. Efluentii rezultati Tn urma biodegradarii surfactantilor cationici Tsi
mentin toxicitatea si dupa biodegradare asupra algelor si bacteriilor, in timp ce surfactantii amfoterici
determina o toxicitate mai slaba comparativ cu substanta originala.

e Sau obtinut informatii importante privind efectele clorurii de benzentoniu si cocamidopropil betainei asupra
sistemelor enzimatice de aparare a pestilor, respectiv detalii privind inducerea stresului oxidativ de catre
surfactantii cationici si amfoterici. Ambele substante induc modificari ale activitatilor enzimatice specifice ale
enzimelor antioxidante din organele studiate (cele mai afectate organe fiind ficatul si branhiile) si deteriorari
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oxidative ale proteinelor ceea ce indica toxicitatea acuta (la 0,5mg/l surfactant) cu tendinta de impact pe
termen lung.

e Sau evidentiat efectele acute ale surfactantilor cationici si amfoterici la nivel tisular, cele mai drastice
modificarii fiind identificate la nivelul ficatului, branhiilor si rinichiului. Majoritatea modificarilor
structurale sunt considerate compatibile cu functionarea tesuturilor si supravietuire, insa au aparut
si anomalii severe si foarte severe: anevrism, rupturi celulare, focare de necroza care periclizeaza
buna functionare a tesutului;

o Metodologie de evaluare risc acvatic a surfactantilor cationici si amfoterici asupra componentei acvatice si
doua studii de caz specifice claselor de surfactanti studiate. Aplicarea metodologiei a condus la obtinerea
urmatorilor coeficienti de risc acvatici: surfactantii cationici (clorura de benzentoniu — PEC/PNEC >1 —
prezinta risc asupra organismelor acvatice; surfactantii amfoterici (cocamidopropil betaina - PEC/PNEC <1 -
nu prezinta risc asupra organismelor acvatice);

e Sau stabilit concentratiile maxime admise de surfactanti cationici (<0,002mg/l) si amfoterici (0,01mg/l) Tn
apele de suprafata astfel incat sa nu fie afectata viata ecosistemului acvatic pe intreg lantul trofic;

Aplicabilitate

e S-au dezvoltat / implementat metode pentru evaluarea biodegradabilitatii ultime si toxicitatii acvatice
(conduse pe alge si bacterii) Th vederea aplicarii Tn cercetare si la beneficiari directi. Metodele aplicate au
fost propuse Tn 2011 pentru implementarea in practica curentd de laborator si acreditare RENAR. De
asemenea unele din metodele experimentate au fost utilizate in testarea produselor de curatat / biocide ale
beneficiarilor pentru obtinerea de rezultate necesare completarii fiselor tehnice de securitate si
conformare la legislatia in vigoare.

e 1n ceea ce priveste aplicabilitatea legislativa, rezultatele obtinute (coeficientii de risc si limitele maxime
admise Tn apa de suprafata) pot completa / modifica actele normative existente pentru normarea calitatii
apei de suprafatd (ex. Ordinul 161/2006) si pot influenta factorii de decizie pentru elaborarea de programe
de monitorizare a surfactantilor indiferent de tipul lor, Tn apa de suprafata si apele uzate municipale. De
asemenea pot influenta factorii de decizie responsabili pentru implementarea Regulamentului 648/2004
privind detergentii pentru efectuarea unui control mai riguros al produselor din aceastd clasa pentru
stabilirea caracteristicilor de ecotoxicitate si evaluarea riscurilor.

Recomandari pentru consumatori

- Respectarea dozajelor si utilizarea corectd a produselor conform etichetei sau prospectului;

- Folosirea detergentilor compactii sau a celor lichizi, pentru evitarea fosfatilor;

- Folosirea detergentilor ecologici identificati pe piata cu un simbol grafic specific in forma de floare;

- Depozitareasie evacuarea adecvata a deseurilor;

- Evitarea spalarilor inutile;

- Alegerea corectd a produselor, respectiv utilizarea unui produs universal adecvat pentru mai multe
aplicatii.

Ca urmare a cercetarilor efectuate pana in prezent si a informatiilor / datelor prezentate Tn acest studiu, am
identificat céteva perspective de cercetare privind subiectul agentilor de suprafatd cationici si
amfoterici:
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Dezvoltarea de noi metode analitice de control a agentilor de suprafatd cationici si amfoterici, care
datoritd complexitatii structurale si a matricelor de mediu in care acestia se regasesc, pot produce
interferente, iar utilizarea metodelor clasice spectrofotometrice ridica probleme de sensibilitate si
selectivitate. De asemenea dezvoltarea de metode noi pentru detectia metabolitilor pentru toate clasele de
surfactanti.

Caracterizarea si evaluarea riscului determinat de agentii de suprafatd cationici si amfoterici asupra
microorganismelor din namolul activ si organismelor din sediment si sol, deoarece aceste substante active
prezintd 0 mare capacitate de adsorbtie pe diverse materii.

Exista incd foarte multe substante cu proprietati surfactante cationice si amfoterice pentru care nu exista
date de literatura privind ecotoxicitatea si riscul asupra componentelor de mediu.

La nivelul Roméaniei, dar si la nivel international, studiile de monitorizare a concentratiilor de agenti de
suprafata in apele de suprafatd sunt foarte rare, aceste substante datorita proprietatilor lor fizico-chimice
ridicand probleme de calitate a ecosistemel or acvatice.

Datele privind actiunea surfactantilor asupra sistemelor de detoxifiere a organismelor active evaluarea
impactului pe termen lung si gradul de bioacumulare Tn diverse tesuturi ale organismelor acvatice, sunt
foarte limitate.
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