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INTRODUCERE

În cadrul industriei chimice, industria de detergenţi a fost întotdeauna o industrie competitivă, cu o mare
deschidere pentru inovaţie şi spre creştere economică. În ultimul secol a fost şi va continua să fie, un factor
cheie pentru progresul societăţii. Aceasta este industria responsabilă pentru creşterea nivelului de igienă al
oamenilor şi al spaţiilor locuite de aceştia şi în acelaşi timp pentru reducerea timpului şi efortului necesar
îndeplinirii acestui scop. Consumul crescând de detergenţi a contribuit la mărirea concentraţiilor acestora în
reţeaua de canalizare a oraşelor şi implicit, la impurificarea apelor de suprafaţă, dar şi la crearea unor
depozite de deşeuri solide atât în faza de fabricare şi utilizare cât şi în faza de „sfârşit de viaţă” al produselor .

Cele mai importante substanţe chimice din compoziţia produselor de curăţat – agenţii de suprafaţă
(surfactanţii) se încadrează în categoria chimicale HPV (high-production-volume) şi sunt responsabili pentru
influenţa detergenţilor asupra factorilor de mediu. După utilizare, detergenţii sunt eliminaţi în apele uzate
fără să sufere modificări structurale, ceea ce face ca agenţii de suprafaţă să-şi păstreze proprietăţile
superficiale şi deci ecotoxicitatea.

În acest context, prezenta teză de doctorat abordeză o tematică de mare actualitate şi noutate atât la
nivel naţional, cât şi al Uniunii Europene şi anume implementarea celei mai importante reglementări
legislative europene privind detergenţii şi produsele de curăţare – Regulamentul European CE nr.
648/2004 şi amendamentele sale ulterioare, prin care sunt stabilite reguli stricte privind libera circulaţie a
detergenţilor pe piaţa U.E. Actualul Regulament impune producătorilor/ importatorilor/ distribuitorilor de
detergenţi şi produse de curăţat, să furnizeze, prin intermediul fişelor cu date de securitate, informaţii privind
biodegradabilitatea agenţilor de suprafaţă şi riscul generat asupra mediului acvatic, evaluat pe baza datelor
obţinute în urma efectuării de teste de toxicitate.

Principalul scop al lucrării a fost de a caracteriza din punct de vedere ecotoxicologic agenţii de suprafaţă
cationici şi amfoterici respectând cerinţele Regulamentului European CE nr. 648/2004 şi de a evalua
riscul generat de aceştia asupra componentei acvaticea mediului.

În cadrul lucrării, o atenţie deosebită a fost acordată surfactanţilor cationici, utilizaţi frecvent în
fabricarea detergenţilor şi balsamurilor de rufe şi vase, dar şi în produse biocide,precum şi surfactanţilor
amfoterici, folosiţi la fabricarea produselor de îngrijire personală (şampoane, balsam pentru păr, săpun lichid
şi loţiuni de curăţare pentru faţă) şi în industria detergenţilor de curăţare, deoarece:

 controlul agenţilor de suprafaţă cationici şi amfoterici nu a fost legiferat până la apariţia
Regulamentului European nr. 648/2004 şi nu a existat o metodă standard – normă europeană EN sau
internaţională ISO sau metodă asociată unei directive europene pentru determinarea chimică cantitativă a
acestor categorii de substanţe active;

 până la nivelul anului 2004, nu a existat nici pe plan european, nici la nivel naţional, o metodă-standard
sau asociată unei directive pentru testarea biodegradabilitatii agenţilor de suprafaţă cationici şi/sau
amfoterici, deşi existau reglementări privind gradul minim de biodegradabilitate acceptat pentru aceste
tipuri de substanţe active utilizate în compoziţia detergenţilor comerciali;

 în literatura de specialitate referinţele privind caracteristicile ecotoxicologice şi efectele subletale a
agenţilor de suprafaţă cationici şi amfoterici sunt foarte reduse;

 sunt substanţe nenormate în efluenţi staţiilor de epurare şi ape de suprafaţă, atât la nivel naţional cât şi la
nivel internaţional, deşi sunt utilizate frecvent în produse comerciale şi se regăsesc des în probe de
mediu;
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Contribuţiile originale aduse tematicii de cercetare în prezenta teză de doctorat vizează în mod special
informaţii noi privind caracterizarea ecotoxicologică  a surfactanţilor cationici şi amfoterici (toxicitate,
biodegradare, inducerea stresului oxidativ, modificări histologice) şi identificarea / evaluarea potenţialelor
riscuri directe şi indirecte determinate de prezenţa acestora în mediul acvatic.
S-au obţinut informaţii importante privind acţiunea toxică a clorurii de benzentoniu (surfactant cationic) şi
cocamidopropil betainei (surfactant amfoteric) asupra sistemelor enzimatice de apărare ale organismelor
acvatice (peşti din specia Cyprinus carpio) şi modificările induse de acestea la nivel tisular, subiecte
neabordate în literatura de specialitate.
De asemenea, deoarece aceste substaţe nu sunt normate în legislaţia de mediu, cercetările efectuate au
condus la evaluarea riscului acvatic determinat de prezenţa acestor două categorii de surfactanţi (cationici şi
amfoterici) în apa de suprafaţă şi stabilirea limitelor maxime admise astfel încât să nu fie afectată viaţa
acvatică.
Din punct de vedere metodologic şi economic, pe parcursul studiilor efectuate în cadrul acestei lucrări, s-au
verificat / dezvoltat  şi s-au implementat în practica curentă a Laboratorului Bioteste – Analize Biologice al
INCD ECOIND Bucureşti (gazda şi susţinătorul financiar al studiilor de cercetare) diverse metode de
evaluare a toxicităţii (inhibiţia asupra creşterii algelor, inhibiţia bioluminiscenţei bacteriilor, inhibiţia
creşterii microbiene) şi biodegradabilităţii ultime, aplicate, în urma acreditării, şi la diverşi beneficiari pentru
produse de curăţat în compoziţia cărora se găsesc aceste tipuri de surfactanţi.
Prezenta lucrare de doctorat a fost structurată în 9 capitole reprezentative pentru subiectele abordate după
cum sunt descriese mai jos. Stadiul cunoşterii şi analiza reglementărilor privind detergenţii a fost realizat în
proporţie de 21% din totalul lucrării. Contribuţia originală privind caracterizarea ecotoxicologică şi
evaluarea riscului acvatic al surfactanţilor cationici şi amfoterici (experimente, rezultate, metodologii,
interpretări, concluzii) reprezintă 67% din volumul lucrării. Restul de 12% reprezintă introducerea, listele de
abrevieri, diseminarile, cuprinsul şi bibliografia.

PARTEA I - STADIUL ACTUAL AL CUNOAŞTERII ÎN DOMENIU

Obiectivul principal al primei părţi a lucrării l-a reprezentat analiza literaturii de specialitate şi a
reglementărilor internaţionale privind detergenţii şi în special substanţele active din compozitia lor
(surfactanţii, mai ales cei cationici şi amfoterici). S-a avut în vedere identificarea următoarelor aspecte:
clasificare şi tipuri de surfactanţi, ecotoxicitate (biodegradare, căi de degradare, toxicitate, bioacumulare),
efecte la nivelul sistemelor enzimatice (în special la nivelul sistemului enzimatic antioxidant) şi acte
normative internaţionale, în vederea evidenţierii contribuţiilor originale pe care acestă lucrare le aduce
domeniului.

CAPITOLUL  I – Surfactanţi: tipuri, utilizări şi ecotoxicitate

Conform rapoartelor CESIO (European Committee of Surfactants and their Organic Intermediates), jumătate
din consumul de detergenţi s-a utilizat în aplicaţii casnice iar cealaltă jumătate în industria cosmetică,
prelucrarea metalelor, fabricarea hârtiei şi în industria pielăriei. La nivelul anului 2007 cei mai utilizaţi
surfactanţi au fost anionici şi neionici, împreună acoperind jumătate din volumul de surfactanţi produşi [Ute
M. B., 2009]. În anul 2008, s-a estimat că în Europa de Est s-au folosit anual >4,2 milioane de tone de
detergenţi şi 1,2 milioane de tone de balsamuri, în creştere faţă de anul 2006 [Tomislav I., 2010].

S-a constatat că în perioada 1990-2010, în apele uzate internaţionale au fost identificate următoarele intervale
de concentraţii ale surfactanţilor: anionici 330 -9450 µg/l, neionici 5 – 395 µg/l, cationici 0,1 – 325 µg/l (şi
chiar 6000 µg/l în apele uzate provenite de la spitale)[Berger H., 1997; Guang G. Y., 2006; Tomislav I.,
2010; HERA, 2008; NICNAS, 2003]. Nu au fost identificate date privind concentraţia surfactanţilor
amfoterici în apele uzate.
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În apele de suprafaţă s-au estimate următoarele intervale de concentraţii: anionici <4 – 81 µg/l, neionici
<0,002 -31 µg/l, amfoterici <0,01 – 3,8 µg/l, cationici <0,1 – 34 µg/l [Kazuaki M. şi colab., 2008; Kees van
L. şi colab., 1992; Detergent Products Environmental Project, 2001].

Primul criteriu in evaluarea riscului de mediu şi respectarea condiţiilor impuse prin reglementările în vigoare
este evaluarea biodegradabilităţii. Literatura de specialitate evidenţiază că biodegradabilitatea primară a
surfactanţilor cationici şi amfoterici îndeplineşte condiţiile impuse de legislaţie, aceasta fiind în majoritatea
cazurilor >80%. În ceea ce priveşte biodegradabilitatea ultimă a surfactanţilor cationici şi amfoterici, studiul
literaturii a evidenţiat că majoritatea acestor compuşiprezintă biodegradabilitate ultimă în condiţii de aerobie
(>60% -100%) dar şi anaerobie (64 – 100%). Probleme de biodegradabilitate se evidenţiază în cazul
surfactanţilor cationici quaternizaţi atât în condiţii de aerobie (>5%) cât şi în lipsa oxigenului (24%), şi în
cazul alchil betainelor în condiţii anaerobe (0 ->60%).
Metodologia de testare a gradului de biodegradare primară şi ultimă este impusă prin Regulamentul nr.
648/2004 privind detergenţii, anexele III şi VIII, care prevede limitele de biodegradare ale substanţele active
surfactante din produsele de curăţat în vederea comercializării.
Datele de biodegradabilitate şi informaţiile de utilizare, consum şi condiţiile actuale de expunere în mediu a
substanţei (ex. situaţia tratării deşeurilor), fac posibilă prezicerea concentraţiei de substanţă în mediu
(PEC).

Comportamentul ecotoxicologic (evaluarea toxicităţii compusului asupra organismelor acvatice) reprezintă al
doilea criteriu în evaluarea riscului ecologic. Detergenţii pot manifesta efecte toxice pentru toate tipurile de
organisme acvatice dacă se regăsesc în cantităţi suficiente şi dacă includ detergenţi biodegradabili. Toţi
detergenţi distrug mucoasele externe care protejează organismele de paraziţi şi bacterii, în plus pot afecta
grav branhiile.

Deoarece este imposibil să se realizeze studii de ecotoxicitate asupra tuturor organismelor care pot fi expuse
la un anumit compus, la nivel internaţional s-au stabilit anumite specii reprezentative pentru lanţul trofic
acvatic, pornind de la microorganisme, alge, crustacee (bentonice şi planctonice) şi finalizând cu peştii
(evidenţiate în metodologia OECD, EN ISO, EPA). Odată cu implementarea Regulamentului REACH, gama
de teste s-a diversificat prin implementarea de microbioteste (teste de toxicitate la scara micro) ca alternativă
la testele convenţionale pentru reducerea sau înlocuirea animalelor utilizate în testare.

Aplicarea testelor de toxicitate acute sau cronice conduc la estimarea concentraţiilorCL50/ CE50
(concentraţiile la care se pot înregistra mortalităţi / imobilizări pentru 50% din organismele testate) şi NOEC
(concentraţia la care nu se observă efecte adverse faţă de martor) care reprezintă o bază considerabilă în
stabilirea valorilor PNEC (concentraţiile 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 obţinute în laborator se extrapolează prin aplicarea unor factori introduşi de UE
pentru evaluarea riscului. Valoarea factorilor de evaluare depinde de numărul de specii pe care s-au realizat
testele de toxicitate (peşti; peşti + crustacee + alge) şi regimul testului (acut sau cronic). Aceşti factori
variază în mod normal între 10 şi 1000.

Datele ecotoxicologice identificate în literatura de specialitate pentru câţiva surfactanţi cationici şi amfoterici
relevanţi pentru industria detergenţilor / cosmeticelor/ biocidelor au evidenţiat următoarele:
- Toţi surfactanţi (cationici şi amfoterici) manifestă o toxicitate moderată spre toxic în majoritatea testelor de
toxicitate acută efectuate pe diverse specii de peşti (CL50 = 0,07 – 42 mg/l), iar valorile de concentraţie fără
efect observabil (NOEC) sunt cuprise în intervalul 0,004 – 3,5 mg/l.
- Toxicitatea acută faţă de Daphnia variază în intervalul 0,006 – 520 mg/l, iar NOEC in intervalul 0,043 –
3mg/l.
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- Efectul toxic acut asupra algelor al surfactanţilor cationici variazăîn intervalul 0,03-11 mg/l, cu valori
NOEC în intervalul  0,12-1,8 mg/l, în timp ce pentru surfactanţii amfoterici prezintă valori CE50 mai mari
cuprinse în intervalul 0,5 – 48 mg/l şi NOEC 0,09 – 3,2 mg/l.
- Surfactanţii cationici quaternari inhibă drastic respiraţia bacteriană în testele de toxicitate acută desfăşurate
pe bacterii, cu CE50 în intervalul 0,15 – 6,9 mg/l pe când esterquaţii prezintă valori CE50 >130 mg/l.
Surfactanţii amfoterici manifestă o toxicitate scăzută asupra bacteriilor.

Se remarcă că intervalele valorilor de toxicitate sunt foarte extinse şi diversificate, chiar pentru acelaşi
organism testat şi metoda aplicată iar din acesta cauză literatura de specialitate este foarte permisivă.

Analiza datelor de literatură expuse în capitolul I al prezentei lucrări a condus la următoarele concluzii:
- Se apreciază că există suficiente studii de evaluare a ecotoxicităţii surfactanţilor anionici precum şi

pentru o mare parte dintre cei neionici, şi de aceea cercetarea viitoare ar trebui îndreptată în mod
special pentru elucidarea efectelor toxice ale surfactanţilor cationici şi amfoterici al căror profil
ecotoxicologic este puţin cunoscut, iar proprietăţile lor fizico-chimice pot influenţa semnificativ
rezultatele studiilor ecotoxicologice.

- S-a constatat un număr redus şi neclar de informaţii privind biodegradabilitatea şi toxicitatea
compuşilor selectaţi pentru cercetare (cationici – clorura de benzentoniu şi amfoterici –
cocamidopropil betaina).

- În general pentru evaluarea ecotoxicităţii se recomandă metodologia standardizată OECD şi ISO,
reglementată şi recunoscută la nivel mondial;

- În ceea ce priveşte evaluarea gradului de biodegradare, cel mai des se utilizează metodele de
biodegradabilitatea ultimă aerobă reglementate de către Regulamentul 648/2004 privind detergenţii.

- Gradul de toxicitate se evaluează utilizând o baterie de teste care să acopere toate nivele trofice din
mediul acvatic, pentru acestea se recomandă teste acute şi cronice în sistem clasic sau alternativ.

- S-a constatat că surfactanţii cationici întâmpină probleme de biodegradare aerobă, în timp ce
surfactanţii amfoterici sunt uşor biodegradabili.

- Atât surfactanţii cationici cât şi cei amfoterici determină toxicitate acută (clasificaţi în clasele de
toxicitate TOXIC  sau MODERAT TOXIC) asupra peştilor, crustaceelor, algelor şi bacteriilor.

În consecinţă, cercetarea experimentală din prezenta lucrare a ţinut cont de concluziile analizei de literatură
prin utilizarea metodologiei OECD şi ISO pentru evaluarea ecotoxicităţii şi bateriilor de teste de toxicitate
acute, cu timp de execuţie şi costuri reduse, conduse pe organisme acvatice specifice apelor de suprafaţă din
România (crap, purici de baltă, alge verzi şi bacterii).

CAPITOLUL II - Biomarkeri ai stresului oxidativ la peşti

Prezentul capitol şi-a propus evidenţierea aspectelor privind apărarea antioxidantă şi stresul oxidativ la
nivelul organismelor acvatice (în special peşti) cu sublinierea efectelor induse de prezenţa surfactanţilor
cationici şi amfoterici.

Analiza literaturii de specialitate a vizat scoaterea în evidenţă a informaţiilor privind efectele surfactanţilor la
nivelul sistemului enzimatic antioxidant al organismelor acvatice (peşti) şi modificări survenite la nivel
tisular.Surfactanţii determină deteriorarea componentelor lipidice din membranele celulare, iar la concentraţii
mai mari pot conduce la suprimarea proceselor metabolice din celulă. Aceste modificări celulare rezultă în
special ca urmare a insuficientei respiratorii prin alterarea epiteliului branhiilor. În general se constată că
fiecare specie reacţionează la toxic în mod specific, biomarkerii stresului oxidativ (enzimele antioxidante,
carbonilarea proteinelor, peroxidare lipidică, deteriorările ADN, etc.) fiind influenţaţi prin creşterea sau
scăderea capacităţii lor defuncţionare, în funcţie de specificitatea fiecărui poluant, de modul de acţiune şi
condiţiile de testare.
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De asemenea studiul literaturii de specialitate a condus la ipoteza că, în general, surfactanţii determină
deteriorări la nivel subcelular.Majoritate studiilor histologice conduse pe peşti de apă dulce au fost realizate
pentru evidenţierea impactului surfactanţilor anionici şi neionici (dodecil benzen sulfonat, linear alchil
benzen sulfonat), celelalte tipuri (cationici şi amfoterici) fiind foarte putin studiate din acest punct de vedere.

Din analiza literaturii de specialitate s-a observat că nu există date privind efectele surfactantului cationic -
clorura de benzentoniu şi amfoteric - cocamidopropil betaină, asupra sistemelor enzimatice de apărare din
organismul peştilor. De asemnea s-a constata un număr redus de informaţii privind efectele claselor de
surfactanţi cationici şi amfoterici, în general, asupra sistemelor de apărare ale organismelor acvatice;

Literatura de specialitate recomandă pentru evidenţierea stresului oxidativ la nivelul organismelor acvatice
(peşti) urmărirea următorilor biomarkeri: modificări la nivelul activităţii enzimelor antioxidante, nivelul
peroxidării lipidice, nivelul glutationului redus, modificări oxidative ale proteinelor, modificări oxidative la
nivel muscular, etc. Prin urmare cercetările experimentale realizate în acest sens în prezenta lucrare au fost
conduse ţinând cont de aceşti indicatori şi de metodele indicate în literatură.

CAPITOLUL III - Acte normative care reglementează regimul detergenţilor in mediul
acvatic

Obiectivul prezentului capitol a fost analiza actelor normative privind comercializarea, testarea şi normarea
în compartimentele de mediu a detergenţilor (substanţelor active din compoziţia lor – surfactanţi), în vederea
evidenţierii noutăţii şi originalităţii lucrării privind stabilirea de limite în apa de suprafaţă pentru surfactanţii
cationici şi amfoterici.

Studiul literaturii de specialitate privind reglementarea detergenţilor a condus la următoarele concluzii:
- La nivel internaţional, şi implicit la nivel naţional prin transcriere, este aplicabil Regulamentul

648/2004 privind detergenţiişi amendamentele sale ulterioarecare impune reguli stricte de
comercializare a produselor de curăţat în vederea asigurării protecţiei sănătăţii umane şi a mediului.
De asemenea prezentul regulament prevede şi ghiduri de evaluare a riscului complementar determinat
de surfactanţi în urma biodegradării prin formare de metaboliţi potenţial recalcitranţi.

- În România există un singur laborator acreditat pentru evaluarea gradului de biodegradabilitate ultimă
a surfactanţilor în conformitate cu Regulamentul 648/2004 privind detergenţii (Laboratorul Bioteste –
Analize Biologice din cadrul INCD ECOIND Bucureşti);

- Surfactanţii cationici şi amfoterici nu sunt normaţi în apele uzate şi apele de suprafaţă de către
legislaţia naţională şi nici în cea internaţională, deşii sunt clasaţi în clasa contaminanţilor periculoşi
pentru mediul acvatic („emerging contaminants”);

- Există pe plan mondial preocupare pentru evaluarea riscurilor surfactanţilor şi promovarea practicilor
de productie şi consum durabile.

PARTEA II – CONTRIBUŢII ORIGINALE

Partea a doua a lucrării prezintă contribuţiile originale aduse domeniului prin cercetări experimentale de
laborator privind caracterizarea ecotoxicologică a surfactanţilor cationici şi amfoterici (determinări analitice,
evaluarea biodegradabilităţii şi toxicităţii directe şi indirecte, efecte asupra sistemelor enzimatice de apărare
şi modificări histologice) şi evaluarea riscului acvatic.
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CAPITOLUL  IV – Controlul analitic al surfactanţilor cationici şi amfoterici

Obiectivul prezentului capitol a fost stabilirea parametrilor de performanţă a metodelor de determinare
cantitativă a surfactanţilor cationici şi amfoterici în vederea asigurării controlului analitic în testele de
ecotoxicitate şi în probele de mediu (apă de suprafaţă şi ape uzate).

Determinările analitice ale surfactanţilor studiaţi au fost efectuate în conformitate cu metodele specificate în
Anexa II – C a Regulamentului 648/2004 privind detergenţii, după cum urmează:

 Metoda de control analitic al surfactantilor cationici- DIN 38409:1989, partea 20.

 Metoda de control analitic a surfactanţilor amfoterici - metoda spectrofotometrică descrisă de
Boiteux, 1984.

Rezultate experimentale

Parametrii de performanţă a metodelor de determianre cantitativă a surfactanţilor cationici şi amfoterici sunt
prezentate succind în tabelul nr. 1.

Tabelul nr. 1 Parametrii de performanţă ai metodelor de determinare a surfactanţilor cationici şi amfoterici

Parametrii de
performanţă ai

metodei

DIN 38409:1989, partea 20
Surfactaţi cationici

Metoda Boiteux, 1984 Surfactaţi
amfoterici

Hyamină 1622
(clorură de benzentoniu) 99,99%

Cocamidopropil betaina 34,6%

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 = 2,8 x 0,0403 = 0,1128 mg/l
Reproductibilitate internă
(RL)

RL = 0,0115 RL = 0,5161

Sensibilitate x= 6,9108y –0,0069 x= 5,7837y –0,0925
Limita de detective
(LoD)

0,003 mg/l 0,002 mg/l

Robusteţe

Metoda este robustă dacă nu se modifică
pH-ul de lucru, factor care produce
scăderea semnificativă a concentraţiei
măsurate. Excesul de albastru de disulfină
produce, în schimb, o creştere a valorii
măsurate.

Metoda este robustă dacă nu se modifică pH-ul
de lucru, factor care produce scăderea
semnificativă a concentraţiei măsurate. Excesul
de Orange II produce, în schimb, o creştere a
valorii măsurate.

Limita de cuantificare
(LoQ)

0,035 mg/l 0,032 mg/l

Domeniul De Lucru
0,003 - 4 mg/l. 0,002 -2 mg/l.

Recuperarea 80 % - 110 % 80 % - 110 %

Interferenţe

Surfactanţii anionici interferă puternic chiar
şi la concentraţii foarte mici (5-10 mg/l),
determinarea surfactanţilor cationici în
prezenţa lor neputând fi realizată decât
după trecerea şi reţinerea surfactanţilor
anionici pe un schimbător de ioni adecvat.

Agenţii de suprafaţă anionici şî cationici
interferă în determinarea surfactanţilor
amfoterici, chiar la concentraţii foarte scăzute.
Interferenţele se reduc prin trecerea şi reţinerea
surfactanţilor anionici / cationici pe un
schimbător de ioni adecvat.

Metodele analitice aplicate pentru determinarea catitativă a surfactanţilor cationici şi amfoterici (specificate
în anexele Regulamentul European nr. 648/2004/CE) sunt tehnici spectrofotomerice, de rutină care implică
costuri scăzute. Limitele de detecţie în soluţii apoase sintetice / probe de mediu contaminate (ape uzate şi ape
de suprafaţă) oferite de aceste metode sunt: 0,003 mg/l pentru surfactanţii cationici şi 0,002 mg/l pentru
surfactanţii amfoterici. Interferenţele metodelor sunt determinate de prezenţa altor categorii de surfactanţi



9

(anionici, cationici, substanţe organice) care reacţionează fie cu surfactantul ţintă fie cu reactivul de culoare
formând compuşi stabili. Aceste probleme pot fi înlăturate prin utilizare răşinilor schimbătoare de ioni care
separă surfactanţii ţintă.
Selectivitate metodei pentru probele sintetice a fost asigurată prin utilizarea curbelor etalon realizate pentru
principalele substanţe studiate (Hyamină, Tetranyl şi cocamidopropil betaină).Pentru detecţia selectivă a
compuşilor cationici din probele de mediu recomandăm utilizarea de tehnici performate tip HPLC.

CAPITOLUL V – EVALUAREA BIODEGRADABILITĂŢII

Pentru respectarea primului criteriu de evaluare a ecotoxicităţii / riscului acvatic, respectiv determinarea
gradului de biodegradabilitate a surfactanţilor cationici şi amfoterici au fost efectuate următoarele
experimentări:

 Experimente de determinare a biodegradabilităţii primare conduse pe soluţii sintetice ale
substanţelor active surfactante utilizate în produse de curăţat şi soluţii sintetice ale unor produse de
curăţat comerciale pe bază de surfactanţi cationici, în conformitate cu  metoda specificată în Anexa
VIII.1 a Regulamentului 648/2004 – Testul de confirmareOECD (Metoda 303A) – Activated Sludge
Units-Simulation Test;

 Experimente de determinare a biodegradabilităţii ultime / finale conduse pe soluţii sintetice ale
substanţelor active surfactante utilizate în produse de curăţat comerciale şi soluţii sintetice ale unor
produse de curăţat pe bază de surfactanţi cationici şi amfoterici, în conformitate cu metodele specificate
în Anexa III a Regulamentului 648/2004 (SR EN ISO 10707/2008 / OECD 301D/ EC C4-E şi SR EN
ISO 7827/2001 / OECD 301A/ EC C4-B)

Surfactanţii selectaţi pentru testarea biodegradabilităţii

 agenţi de suprafaţă cationici – săruri quaternare de amoniu – Hyamină 1622 (clorură de benzentoniu)
puritate >99,99% (Sigma) CAS 121-54-0 şi TETRANYL AT 7590 (dialchil hidroxietil amoniu
metasulfat) puritate >99% (KAO Corporation) CAS 93334-15-7;

 agent de suprafaţă amfoteric – alchil amino betaină - AMFODAC LB (cocamidopropil betaină / lauril
amido propil betaină/ CAPB) puritate 34,6% (SASOL Italy) CAS: 4292-10-8;

 produse pe bază de agenţi de surprafaţă cationici şi amfoterici:  Biocid cationic - Bromură de
cetilpiridiniu (CAS 140-72-7); produse de curăţat comerciale (balsam de rufe) care conţin substanţe
cationice (TEA esterquat CAS 91995-81-2 şi CAS 157905-74-3); produs comercial de curăţare  pe bază
de surfactant amfoteric – detergent de toaletă detrartant.

Dialchil hidroxietil amoniu metasulfat Cocamidopropil betaină
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Br -

Clorură de benzentoniu Bromură de cetilpiridiniu

[Structuri chimice preluate din fişele tehnice de securitate]

Studiile de biodegradabilitate s-au efectuat în duplicat pentru fiecare substanţă sau amestec de substanţe,
conform cerinţelor metodelor de testare, iar valorile prezentare reprezintă media valorilor paramentrilor
monitorizaţi. Pentru reprezentarea grafică s-a utilizat programul Microsoft –XCEL.

Rezultate experimentale

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

Figura nr. 2 Instalaţie pilot de laborator cu nămol
activ în flux continuu

În tabelul nr. 2 sunt prezentate centralizat rezultatele obţinute după realizarea studiilor de biodegradabilitate
primară efectuate în instalaţii pilot de laborator.

În conformitate cu testul de confirmare OECD – metoda de referinţă pentru evaluarea biodegradabilităţii
agenţilor de suprafaţă, publicată în Regulamentul European nr. 648/2004/CE, nivelul de biodegradabilitate
primară trebuie să fie de cel puţin 80%, pentru ca agentul de suprafaţă studiat să poată fi declarat
biodegradabil şi în consecinţă, să poată fi utilizat în compoziţia de bază a unui produs comercial, care circulă
liber pe piaţa europeană. Procentul de 80% trebuie obţinut în perioada efectivă de biodegradare – minim 21
zile, după perioada de amorsare, necesară instalaţiei biologice cu alimentare în flux continuu, pentru a intra
în regim normal de funcţionare.

Se constată pocente de biodegradare primară >90%în cazul surfactantului cationic (Tetranyl), surfactantului
amfoteric (cocamidopropil betaină) şi amestecurilor sintetice de surfactanţi (cationici + amfoterici), în timp
ce pentru surfactantul Hyamină şi produsul comercial pe bază de cationic biocid (compus similar din aceeaşi
clasă) gradul de biodegradare primară se află la limita admisă (80-84%).

Având în vedere criteriul de biodegradabilitate impus de Regulamentul 648/2004, putem afirma că agenţii de
suprafaţă testaţi – dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (cationic), clorura de benzentoniu (cationic)
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şicocamidopropil betaina (amfoteric) – îndeplinesc condiţiile impuse, procentul de biodegradabilitate
obţinut în toate cele 5 experimente de laborator realizate în conformitate cu metoda de referinţă menţionată,
fiind ≥80%.
Rezultatele obţinute (tabel nr. 2) se află în concordanţă cu literatura de specialitate privind
biodegradabilitatea primară a surfactanţilor cationici şi amfoterici care indică procente >80% pentru aceste
două categorii [Domsch A., 1995; Comber S.D.W., 2002; HERA 2008].

Tabelul nr. 2Rezultatele finale obţinute pentru testarea biodegradabilităţii primare

PARAMETRII

CATIONIC

Dialchil
hidroxietil

amoniu
metasulfat

(TETRANYL
AT 7590)

CATIONIC

Clorură de
benzentoniu

(Hyamină
1622)

AMFOTERIC

Cocamidopropil
betaină

AMESTEC

(clorură de
benzentoniu

+cocamidopropil
betaină)

AMESTEC

(dialchil
hidroxietil

amoniu
metasulfat +

cocamidopropil
betaină)

PRODUS
COMERCIAL

Bromură de
cetilpiridiniu

Durata
experimentală

36 zile 36 zile 30 zile 30zile 36 zile

Perioada de
iniţiere

10 zile 12 zile 10 zile

Perioada efectivă
de biodegradare

26 zile 18 zile 26 zile

Randament de
îndepărtare CCO

70-89% 90% 61% 68% 50%

Randament de
îndepărtare

surfactant cationic
90% 84% - - - 77-80%

Randament de
îndepărtare
surfactant
amfoteric

- - 99% - - -

Randament de
îndepărtare totală

a surfactanţilor
cationic +
amfoteric

- - - 80% 90% -

Randament de
biodegradare

91% 84% 97% 90,7% 97,6% 80%

Evaluarea biodegradabilităţii ultime [SR EN ISO 10707:2001 –Metoda prin analiza consumului
biochimic de oxigen (test în fiole închise)]

Conform metodologiei descrisă de SR EN ISO 10707:2001, un compus organic este biodegradabil,  atunci
când procentul de biodegradare este >60%, după 28 zile de testare şi curbele de biodegradare prezintă o
formă tipică, din care se pot deduce: timpul de latenţă, timpul de degradare şi gradul maxim de degradare.

Luând în considerare prevederile mai sus-menţionate, se poate aprecia că substanţele cationice
analizate(dialchil hidroxietil amoniu metasulfat şi clorura de benzentoniu) şi produsele comerciale – balsam
de rufe pe bază de surfactant cationic - sunt biodegradabile, înregistrându-se pentru acestea procente de
biodegradabilitate >70%.

În corelaţie cu literatura de specialitate pentru compuşi cationici asemănători ca structură apreciem că
rezultatele obţinute experimental pentru surfactantul dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (78%)  cât şi
produsele balsam de rufe pe bază de acesta (77%, 85%), pot fi comparabile cu valorile de biodegradabilitate
ultimă pentru esterquaţi şi diesterquaţi, intervalul de valori fiind cuprins între >60% - 79% utilizând aceeaşi
metodă de testare sau 75% - 92% utilizând alte metode recomandate de OECD.
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În ceea ce priveşte biodegradabilitatea ultimă a clorurii de benzentoniu, literatura consultată specifică valori
cuprinse în intevalul 0-81% utilizând diverse metode OECD şi >5% utilizând metoda OECD 301D similară
cu SR EN ISO 10707 aplicată. Prin urmare, valoarea experimentală de 67% obţinută după 28 zile de testare
se poate corela cu datele existente.

Tabel nr. 3 Centralizarea rezultatelor finale pentru experimentele de biodegradabilitate ultimă conduse pe
metoda SR EN ISO 10707/2001

PARAMETRII
Dialchil hidroxietil

amoniu
metasulfat(TETRANYL

AT 7590)

Clorură de
Benzentoniu
(Hyamină

1622)

Balsam de
rufe I
(TEA

esterquat)

Balsam de
rufe II
(TEA

esterquat)

Substanţă de
referinţăAnilină

Durata testului 28 zile
Timp de latenţă 7-10 zile 7-10 zile 7-10 zile 7 zile 7 zile
Timp de
biodegradare

14 zile 14 zile 14 zile 21zile 12-14 zile

Randament de
îndepărtare
surfactant cationic

83,86% 73,15 84,70% 99,16% -

Procent de
biodegradabilitate

78,37 % la 28 zile 67,23% la
28 zile

77,34% la
28 zile

85,80% la
28 zile

95,23% la
28 zile

Figura nr. 1 Eficienţa de îndepărtare a agenţilor de
suprafaţă cationici şi amfotericiîn testele de biodegradare
primară

Figura nr. 2 Curbele tipice de biodegradare ultimă (SR
EN ISO 10707) pentru surfactanţiicationici

Evaluarea biodegradabilităţii ultime (SR EN ISO 7827/2001 - Metoda prin analizarea carbonului organic
dizolvat – COD)

Testul de biodegradabilitate efectuat în conformitate cu standardul SR EN ISO 7827: 2001 apreciază că o
substanţă este biodegradabilă dacă substanţa / produsul de testat nu se elimină abiotic în mod
semnificativ, iar curba de degradare prezintă o formă tipică, cu o fază de latenţă şi una de degradare şi în
consecinţă eliminarea COD poate fi atribuită procesului de biodegradare.

În concluzie, analizând comparativ rezultatele obţinute pentru soluţia produsului inoculată cu nămol activ şi
respectiv neinoculată şi luând în consideraţie condiţiile impuse de standardul aplicat, apreciem că:
- procentul total de îndepărtare al carbonului organic dizolvat (% COD) pentru produsul testat (detergent

de toaletă pe bază de surfactant amfoteric) este ~ 92%, din care 14% eliminare abiotică ;

- timp de biodegradare(intervalul cuprins între sfârşitul timpului de latenţă şi momentul în care se atinge
un procent de eliminare de 90%) – 20 zile ;

- produsul comercial detergent de toaletă pe bază de surfactant amfoteric este biodegradabil.
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În corelaţie cu literatura de specialitate putem aprecia că valoarea biodegradabilităţii ultime de 91%
(îndepărtare CCOCr sau COD) obţinute experimental pentru cocamidopropil betaină poate fi încadrată în
intervalul de valori  57% -100% obţinute prin aceeaşi metodă sau prin diverse metode recomandate de
OECD pentru testarea biodegradabilităţii ultime a surfactanţilor amfoterici.

Tabel nr. 4 Rezultatele finale obţinute pentru testarea biodegradabilităţii ultime prin metoda SR EN ISO
7827: 2001

PARAMETRII
PRODUS COMERCIAL DE CURAŢARE  PE BAZĂ DE

SURFACTANT AMFOTERIC (detergent detrartant de toaletă)

Durata experimentală 30 zile

Nivel maxim de biodegradare
91,80% - îndepărtare COD

91,43% - îndepărtare CCOCr
Timp necesar atingerii nivelului maxim de
degradare

28-30 zile

Timp de latenţă 3 zile
Timp de biodegradare 20 zile
Procent total de îndepărtare a agenţilor de
suprafaţă amfoterici 72,85 % după 30 zile

Procent de eliminare abiotica pentru martor 14% pentru COD şi CCOCr

CAPITOLUL VI - EVALUAREA TOXICITĂŢII ASUPRA UNOR SPECII DE
ORGANISME ACVATICE

Pentru respectarea celui de-al doilea criteriului al caracterizării ecotoxicologice/ riscului acvatic, prezentul
capitol a avut ca obiectiv determinarea gradului de toxicitate acvatică asupra unor specii de organisme
reprezentative ale lanţului trofic şi apelor de suprafaţă din România. Capitolul a urmărit prezentarea
experimentelor şi rezultatelor privind evaluarea toxicităţii directe şi indirecte determinată de intoxicaţia cu
surfactanţi (cationic – clorura de benzentoniu şi dialchil hidroxietil amoniu metasulfat şi respectiv amfoteric
– cocamidopropil betaină).

În primul subcapitol s-a urmărit efectuarea unei serie de teste de toxicitate acută directă (respectiv intoxicaţie
cu substanţele ca atare) pentru stabilirea valorilor de concentraţie letală medie (CL50 / CE50) şi evaluarea
efectelor generate asupra organismelor acvatice.
Activităţile desfăşurate au presupus efectuarea biotestelor de toxicitate acută asupra următoarelor specii de
organisme acvatice: peşti (Cyprinus carpio), crustacee (Daphnia magna), alge verzi  (Selenastrul
capricornutum / Raphidocelis subcapitata / Pseudokirchneriella subcapitata), bacterii luminiscente (Vibrio
fischeri) şi bacterii gram negative şi positive.

Testele de evaluare a toxicităţi acute a surfactanţilor studiaţi s-au efectuat în duplicat pentru toate
organismele testate, conform protocoalelor de testare internaţionale şi luând în considerare prevederile
Regulamentului REACH cu privire la reducerea numărului de animale utilizate în testare, valorile prezentate
reprezentând valoarea medie a parametrilor monitorizaţi.

Metodele de toxicitate acvatică aplicate au fost următoarele:
Bioteste de toxicitate letală acută pentru determinarea valorilor concentraţiilor letale medii (CL50) faţă
de organismele acvatice (pesti - sp. Cyprinus carpio) - OECD 203/ SR 13216:1994;

Bioteste de toxicitate acută pentru determinarea valorilor concentraţiilor letale / imobilizare medii
(CE50) faţă de crustacee (sp. Daphnia magna)- OECD 202;
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Bioteste de toxicitate acută pentru determinarea valorilor concentraţiilor inhibitorii medii (CE50) faţă de
alge (sp. Selenastrum capricornutum)- OECD 201 şi SR EN ISO 8692:2005;

Bioteste de toxicitate acută pentru determinarea valorilor concentraţiilor inhibitoare medii (CE50) faţă de
bacterii luminiscente (sp. Vibrio fischeri)- DIN EN ISO 11348-3;

Biotestede toxicitate microbiană – testul MARA (Microbial Array for toxicity Risk Assessment).

Utilizând aceleaşi metode s-a evaluat şi toxicitatea acvatică a efluenţiilor (lichidelor) rezultaţi în urma
testelor de biodegradare a surfactanţilor cationici pentru evaluarea riscului complementarşi toxicitatea acută a
unui produs comercial algicid.

Rezultate experimentale toxicitate directă

Pentru o vedere de ansamblu a efectelor înregistrate în cadrul bateriei de teste utilizate pentru testarea
toxicităţii directe a surfactanţilor studiaţi, rezultatele finale au fost centralizate în tabelul nr. 5.

Tabelul nr. 5 Centralizarea datelor de toxicitate obţinute pentru surfactanţii testaţi

ORGANISMUL
TEST

Clorură de benzentoniu
(cationic)

logPow ≥ 3

Dialchil hidroxietil
amoniu metasulfat

(cationic) logPow < 3

Cocamidopropil betaină
(amfoteric)
logPow < 3

CL/CE50
mg/l

NOEC
mg/l

LOEC
mg/l

CL/CE50
mg/l

NOEC
mg/l

LOEC
mg/l

CL/CE50
mg/l

NOEC
mg/l

LOEC
mg/l

Cyprinus carpio

4,57
interval

încredere
“-“ 1,94 mg/l
“+” 9,77 mg/l

0,5 1

22,90
interval

încredere
“-“ 11,22 mg/l
“+” 33,65 mg/l

2 7

6,16
interval

încredere
“-“ 2,81 mg/l

“+” 11,74 mg/l

0,84 3

Daphnia magna

0,39
interval

încredere
“-“ 0,15 mg/l
şi “+” 0,48

mg/l

0,05 0,1

4,78
interval

încredere
“-“ 3,05 mg/l  şi
“+” 6,13 mg/l

0,05 0,1

9,54

interval
încredere“-“
7,25 mg/l  şi

“+” 11,08 mg/l

1 5

Selenastrum
capricornutum

0,56
interval

încredere
“-“ 0,12 mg/l
şi “+” 1,25

mg/l

0,05 0,1

3,48
interval

încredere
“-“ 1,67 mg/l  şi
“+” 5,12 mg/l

0,05 0,1

5,55

interval
încredere

“-“ 3,59 mg/l  şi
“+” 7,21 mg/l

0,5 1

Vibrio fischeri 1,2 0,3 - 2,89 0,4 - >100 12 16

Bacterii gram
“-“ si gram “+”

1,1 - 0,021 1,6 - 0,041 - - -

Clasificarea
toaxicităţii

PUTERNIC
TOXIC(crustacee, alge) /
TOXIC(peşti, bacterii)

TOXIC (crustacee, alge,
bacterii) / NOCIV (peşti)

FOARTE SLAB
TOXIC(bacterii) /
TOXIC(peşti, alge,

crustacee)

Comparaţia cu literatura de
specialitate / interval de
toxicitate

Peşti:
LC50 - 0,28 – 42 mg/l; NOEC: 0,004 – 3,5 mg/l
Crustacee:
EC50 - 0,0059 – 78 mg/l ; NOEC – 0,0041 – 3 mg/l
Alge:
EC50 – 0,09 -11 mg/l; NOEC – 0,16 -4,8 mg/l
Bacterii:
EC50 -0,5 ->130 mg/l; NOEC: -

Peşti:
LC50 - 2 – 31 mg/l; NOEC: 0,16 –
1,7 mg/l
Crustacee:
EC50 - 2,15 – >200 mg/l; NOEC –
0,9 – 1,6 mg/l
Alge:
EC50 – 0,55 -48 mg/l;
NOEC – 0,09 -10 mg/l
Bacterii:
EC50 – 5,2 - 900 mg/l; NOEC: -
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Din analiză comparativă a rezultatelor de toxicitate letală acută obţinute pentru surfactanţii cationici se poate
observa că substanţa – clorură de benzentoniu (puritate >99,99%) care prezintă catene aromatice, manifestă
un efect toxic pronunţat, în timp ce dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul (puritate 99%) care prezintă
catene lineare alchilice, manifestă un efect toxic spre nociv asupra organismelor acvatice, ceea ce indică
faptul că toxicitatea asupra organismelor acvatice a fost influenţată de structura chimică a compusului
cationic fapt indicat şi in literatura de specialitate [Abel P.D., 1974; Masayuki Y. şi colab., 2008].

Se remarcă efectul toxic pronunţat al clorurii de benzentoniu datorită proprietăţilor sale de biocid asupra
bacteriilor, algelor şi daphniilor, ceea ce indică un risc sever asupra mediului luând în calcul cazul cel mai
defavorabil. În comparaţie cu acesta, dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul fiind un surfactant cationic de
tip esterquat prezintă efecte mai puţin toxice asupra claselor de organisme testate.

Surfactantul amfoteric (cocamidopropil betaina) datorită proprietăţilor sale de spumare intensă, determină
blocarea schimbului de gaze la nivelul branhiilor şi membranelor celulare ceea ce se finalizează cu
mortalitate / imobilizare şi inhibiţia creşterii la peşti, daphnii şi alge, însă asupra bacteriilor nu prezintă efect
toxic.

Conform tabelului nr. 5 şi a Sistemului de clasificare global a substanţelor chimice GHS 2011 (capitolul
3.10),  putem aprecia că surfactantul cationic - clorura de benzentoniu, se încadreză în categoria 1 de
toxicitate acutădeoarece prezintă efecte puternic toxice pentru crustacee şi alge la concentraţii < 1 mg/l.
Surfactanţii - cationic  (dialchil hidroxietil amoniu metasulfat) şi amfoteric (cocamidopropil betaină) se
încadreză în categoria 2 de toxicitate acutădeoarece prezintă efecte toxice la concentraţii cuprinse în
intervalul 1- 10 mg/l pentru majoritatea organismelor.

Valorile de toxicitate acută dar şi valorile NOEC obţinute experimental pentru cele trei substanţe testate se
încadrează în intervalele de valori rezultate în urma analizei literaturii de specialitate pe clase de surfactanţii,
drept pentru care apreciem că sunt relevante din punct de vedere ştiinţific şi pot constitui baza de date
necesară caracterizării riscului asupra mediului acvatic.

Caracterul inovativ al experimentelor de toxicitatea acvatică constă în selectarea celor doi compuşi utilizaţi
în testare (clorura de benzentoniu şi cocamipropil betaina) pentru care nu sunt disponibile date de toxicitate
acută specifice asupra speciei de peşte Cyprinus scarpio, specifică apelor dulci din România.

Rezultate experimentale pentru toxicitatea complementară

În cadrul acestui subcapitol s-a încercat să se răspundă cerinţei de evaluarea a efectului toxic acvatic a
efluenţilor de biodegradare, Conform Ghidului Tehnic pentru abordarea stratificată a implementarii
Regulamentului (CE) nr. 648/2004 emis de Parlamentul şi Consiliului European în anul 2005, prin efectuare
de bioteste de toxicitate acută pentru doi efluenţi rezultaţi în urma testelor de biodegradare a clorurii de
benzentoniu (Hyamina 1622) şi dialchil hidroxietil amoniu metasulfat (Tetranyl AT 7590).
Efluenţii de biodegradare testaţi au manifestat efecte toxice asupra organismelor testate, gradul de toxicitate
variind în funcţie de organismul testat, astfel încât algele şi bacteriile au fost organismele cele mai sensibile,
aspect care poate fi corelat cu efectul determinat de compuşii originali asupra acestor specii.

Încadrarea în clasele de toxicitate a efluenţilor
Există în literatură recomandări privind sistemul de clasificare a toxicităţii efluenţilor evacuaţi în mediu
acvatic [Persoone G., 2003].Principiul presupune determinarea şi cuantificarea toxicităţii acute a efluenţilor
utilizând o baterie de microbioteste.Evaluarea toxicităţii efluenţilor este bazată pe două categorii de valori: o
valoare de toxicitate acută care poate încadra efluentul respectiv într-una din cele 5 clase de toxicitate şi o
valoare a scorului de greutate pentru fiecare clasă de toxicitate.
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Clasele de toxicitate acută
Efectul rezultat obţinut pentru fiecare microbiotest este transformat în unităţi de toxicitate (TU) cu ajutorul
formulei: TU= [1/L(E)C50]x100
Clasificarea probelor testate în una din clasele de toxicitate de mai jos, se efectuează pe baza celei mai mari
valori TU înregistrate pentru unul din testele aplicate:
Clasa I: fără toxicitate acută – pentru nici unul din testele aplicate nu s-au înregistrat efecte toxice;
Clasa II: toxicitate acută uşoară – procentajul efectului observat într-unul din testele de toxicitate aplicate
este semnificativ mai mare decât martorul, dar mai mic de 50% (<1TU);
Clasa III: toxicitate acută - valoarea CL(E)50  reiese din cel puţin un test din cele aplicate, dar proba
diuată în raport 1:10 are efect mai mic de 50% (1-10 TU);
Clasa IV: toxicitate acută mare - valoarea CL(E)50 reiese din diluţia 1:10 a probei, din cel puţin un test
din cele aplicate, dar nu şi la diluţia de 1:100 (10- 100 TU);
Clasa V: toxicitate acută foarte mare - valoarea CL(E)50 reiese din diluţia 1:100 pentru cel puţin un test
din cele aplicate (>100 TU).
Greutatea scorului - reprezintă importanţa cantitativă a toxicităţii în aceea clasă şi se apreciază după cum
urmează:

– efect toxic nesemnificativ  = scor 0

– efect toxic semnificativ dar <1 TU = scor 1

– 1-10 TU = scor 2

– 10-100 TU = scor 3

– >100 TU = scor  4
Calculul scorului de greutate a clasei se efectuează după cum urmează:
Scorul de greutate a clasei = (Σ toate scorulile testelor)/n (n=numărul de teste aplicate)

În tabelul nr. 6 este prezentată încadrarea efluenţilor rezultaţi în urma biodegradării în clasele de toxicitate
acută după sistemul de clasificare Persoone G., 2003. Conform acestei clasificări efluentul de biodegradare a
clorurii de benzentoniu prezintă toxicitate acută valabilă pentru toate tipurile de organime testate, în timp ce
efluentul de biodegradare a dialchil hidroxietil amoniu metasulfatului determină un efect toxic slab valabil
pentru bateria de teste efectuate, cu o influenţă mai mare asupra algelor şi bacteriilor pentru ambele substanţe
testate.

Tabelul nr. 6 Clasificarea gradelor de toxicitate pentru efluenţii de biodegradabiliate testaţi

Test de toxicitate
acuta efectuat /

Unitate de toxicitate (TU) calculată pentru fiecare tip de
test pe baza valorii LC(E)50 Sistem de clasificare a

efluenţilor deversaţi în
mediul acvatic

Efluent biodegradare clorură
de benzentoniu (0,9mg/l)

Efluent biodegradare
dialchil hidroxietil amoniu

metasulfat (0,25mg/l)

Cyprinus carpio
0 *

scor 0
0

scor 0
TU < 0,4

Clasa I – nu există toxicitate
acută

0,4<TU<1
Clasa II – toxicitate acută

slabă
1<TU<10

Clasa III – toxicitate acută
10<TU<100

Clasa IV – toxicitate acută
ridicată
TU>100

Clasa V – toxicitate acută
foarte ridicată

Daphnia magna
2

scor greutate 2
0

scor 0
Selenastrum

capricornutum
3,32

scor greutate 2
1,2

scor greutate 2

Vibrio fischeri 4,98
scor greutate 2

2,24
scor greutate 2

TU calculat pentru
bateria de teste

/
Clasificare toxicitate

2,57
/

Clasa III – toxicitate acută
scor greutate 2

0,86
/

Clasa II – toxicitate acută
slabă

scor greutate 1

* Se atribuie 0 unităţi de toxicitate, doarececonform testului de toxicitate acută pe peşti realizat pentru clorura de benzentoniu, soluţia sintetică de 1
mg/ l  nu a prezentat toxicitate în 96h de testare, prin urmare apreciem că efluentul de biodegradare (conc. 0,98 mg/l surfactant) nu prezintă efect toxic
asupra peştilor.
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În tabelul nr. 7 sunt prezentate succint efectele de toxicitate determinate de efluenţii de biodegradare
comparativ cu substanţele originale conform normelor internaţionale. Din analiza datelor experimentale
reiese faptul că clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) determină un impact toxic pronunţat în comparaţie
cu dialchil hidroxietil amoniu metasulfatul (Tetranyl AT 7590).  Faptul că s-au evidenţiat efecte toxice ne
conduce la următoarele ipoteze:

- posibilitatea persistării în soluţie a unei concentraţii de surfactant nebiodegradat, ceea ce se poate
corela cu rezultatele obţinute in cadrul testărilor de biodegradabilitate ultimă a surfactanţilor
cationici (în special a clorurii de benzentoniu) pentru care am obţinut cea mai mică valoare de
biodegradare ultimă (67%) şi de asemenea cu literatura de specialitate care indică valori de
biodegradare scăzute pentru această clasa de surfactanţi;

- apariţia în urma biodegradării de intermediari / metaboliţi posibil recalcitranţi care pentru moment
tehnica analitică disponibilă nu permite detectarealor;

Prin extrapolare in situ (în apele de suprafaţă), valorile de toxicitate prezentate obţinute în condiţii de
laborator se vor diminua considerabil având în vedere debitele râurilor care efectuează diluţia (de 100 de ori
până la 1000 de ori). Comportarea in situ a substanţelor studiate din punct de vedere toxicologic depinde de o
serie de factori fizico – chimici (pH, temperatură, oxigen, concentraţie, încarcare microbiană, schimbări
climatice, prezenţa altori compuşi chimici, etc.) care pot modifica biodisponibilitatea acestor compuşi la
organismele acvatice.

Tabelul nr. 7 Clasificarea gradelor de toxicitate pentru efluenţii de biodegradabilitate testaţi

Organism
acvatic

Toxicitate conform normelor internaţionale (EPA, OECD, Persoone G. 2003)
Compus original

clorură de
benzentoniu

Efluent
biodegradare clorură

de benzentoniu

Compus original
dialchil hidroxietil
amoniu metasulfat

Efluent biodegradare
dialchil hidroxietil
amoniu metasulfat

Cyprinuscarpio
TOXIC:

1 mg/l < LC50
10 mg/l

Clasa I – nu există
toxicitate acută

TU < 0,4

NOCIV / PERICULOS
PENTRU MEDIUL

ACVATIC
10mg/l<LC50100mg/l

Clasa I – nu există
toxicitate acută

TU < 0,4

Daphnia magna
PUTERNIC

TOXIC
LC50 < 1mg/l

Clasa III – toxicitate
acuta

1<TU<10

TOXIC:
1 mg/l < LC50 10 mg/l

Clasa I – nu există
toxicitate acută

TU < 0,4
Selenastrum

capricornutum

PUTERNIC
TOXIC

LC50 < 1mg/l

Clasa III – toxicitate
acuta

1<TU<10

TOXIC:
1 mg/l < LC50 10 mg/l

Clasa III – toxicitate
acută

1<TU<10

Vibrio fischeri
TOXIC:

1 mg/l < LC50
10 mg/l

Clasa III – toxicitate
acuta

1<TU<10

TOXIC:
1 mg/l < LC50 10 mg/l

Clasa III – toxicitate
acută

1<TU<10
Toxicitate

microbiană TOXIC TOXIC
TOXICITATE

SCAZUTĂ
TOXICITATE

SCAZUTĂ
.......zona marcată indică păstrarea gradului de toxicitate al compusului original şi după biodegradare;
.......zona marcată indică scăderea efectului de toxicitate;
.......zona marcată indică scăderea efectului de toxicitate până la nepericulos pentru mediul acvatic.

Rezultate experimentale toxicitate în produse

In acest subcapitol s-a urmărit evidenţierea efectelor toxice ale substanţelor active (surfactanţi cationici) din
compoziţia produselor comerciale tip biocid (algicid) în vederea estimării comportamentului toxicologic în
amestec cu alte ingrediente.
Pentru a evalua toxicitatea unui produs cationic comercial (clasat ca biocid – algicid) au fost efectuate
teste de laborator pentru determinarea toxicităţii acute a acestuia asupra creşterii algelor verzipe bază de
clorură alchilbenzildimetil amoniu C12-C16 (50%) CAS 68424-85-1.
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Experimentul efectuat a evidenţiat că surfactanţii cationici utilizaţi în produse biocide îşi menţin gradul de
toxicitate în amestec cu alte ingrediente, în funcţie de proporţia utilizată (ex. în cazul de mai sus proporţia de
surfactant cationic a fost de 50% , 2% etilenglicol şi 48% apă, doza recomandată fiind de 2 mg/l) şi de scopul
în care este utilizat produsul.
Conform reglementărilor internaţionale în vigoare putem afirma căprodusul algicid, este puternic toxic /
foarte toxic pentru algele de apă dulce din specia Selenastrum capricornutum, valoarea CEr50 estimată
experimental fiind <1mg/l.

CAPITOTUL VII - Evaluarea stresului oxidativ indus de expunerea la surfactanţii cationici şi
amfoterici

Un alt obiectiv important al lucrării îl constitue identificarea şi evaluarea efectelor toxice ale surfactanţilor
cationici şi amfoterici la nivelul sistemului antioxidant de apărare al peştilor.
Pentru îndeplinirea acestui obiectiv s-a selectat specia de peşte Cyprinus carpio, reprezentativă pentru apele
de suprafaţă din Romania şi au fost selectaţi pentru testare: clorura de benzentoniu (cationic, CAS 121-54-0,
Hyamina 1622) şi cocamidopropil betaina (amfoteric, CAS 4292-10-8, CAPB).

Caracterizarea testului de toxicitate acută efectuat în vederea prelevării de organe

A fost efectuat un test de toxicitate acută, 96 h, semistatic (cu schimbarea soluţiilor de testat în proporţie de
75% la 48h pentru menţinerea constantă a concentraţiilor de surfactant), în vase de testare de 100 litri,
utilizând 40 de exemplare de peşte / substanţă testată şi martor, respectându-se condiţiile de testare ale
metodei de referinţă - OECD 201. Materialul biologic utilizat a fost puiet de crap (sp. Cyprinus carpio) în
vârstă de 1 an, specie autohtonă, specifică apelor dulci din România, aclimatizat în laborator.
S-au testat clorura de benzentoniu şi cocamidopropil betaina în concentraţii individuale de 1mg/l.
Concentraţii analitice determinate în soluţiile 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/l -
Metoda Orange II (Boiteux, 1984).
În timpul testului s-au monitorizat şi alţi parametrii fizico-chimici precum: CCOCr [pentru clorura de
benzentoniu, în medie - 14,4 mgO2/l (24 h), 28,8 mgO2/l (48 şi 72h) şi 105,6 mgO2/l (96h); pentru
cocamidopropil betaină, în medie - 28,8 mgO2/l (24 h), 86,6 – 115,2 mgO2/l (48 şi 72h) şi 259,2 mgO2/l
(96h)], pH (6,94 – 7,86 unităţi de pH), oxigen dizolvat (3-4mgO2/l), materii în suspensie (5,2 – 12,4 mg/l) şi
temperatură (20-21oC).
După 96h de testare s-au înregistrat următoarele mortalităţi: clorura de benzentoniu (1 mg/l): 4 peşti – 10%;
cocamidopropil betaina (1mg/l): 0 peşti – 0%; martor: 0 peşti – 0%.

Prelevarea probelors-a efectuatla 24h, 48h şi 96h s-au sacrificat câte 5 exemplare intoxicate şi martor pentru
fiecare substanţă testată în vederea prelevări organelor de interes: ficat, intestine, branhie, muşchi roşu,
muşchi alb, gonadapentru analiza biochimică (probe conservate prin îngheţ la -80oC şi histologică (probe
fixate în formol tamponat).
Omogenitatea loturilor de organisme luate în testarea a fost asigurată prin căntărirea (58 ± 10g) şi măsurarea
(15±2cm) fecărui individ şi calculul indicilor hepatosomatici şi gonadosomatici care nu au evidenţiat
modificări semnificative din punct de vedere statistic faţă de lotul martor.

Extractele proteice s-au obţinut din fiecare probă de organe intoxicate şi martor (ficat, rinichi, intestin şi
branhie  prelevate la 24h, 48h, 96h), utilizănd  tampon 0,1M TRIS-HCl 5mMEDTA, pH 7,4. Omogenatele
au fost incubate 60 min la 4oC, centrifugate 30 min la 8000-10000 rpm la 4oC, după care s-a preluat
supernatantul limpede, utilizat ulterior în analiza biochimică.
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Testele biochimice au presupus urmărirea următorilor biomarkeri:

activităţile enzimatice specifice a enzimelor antioxidante implicate în 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 şi Waller (1974), Lactat
dehidrogenaza (LDH) [Bergmeyer  H. U. şi  Bernt  E.,  1974]., Glutation reductaza (Gred) –
metoda Goldberg şi Spooner (1983);
peroxidare lipidică prin determinarea indirectă a malondialdehidei (MDA) – metoda Draper and
Hadley (1990);
grupări carbonil (metodaLevine R.L., 1990), tiol (metoda Jocelyn P.C., 1987; Riener C. şi colab.,
2002) şi glutation (Kit Chemicon);
profil proteic din muschi alb şi roşu [S.A.M. Martin şi colab, 2001, Anderson N.L si cola., 1991].
evidenţiere zimografică metaleproteinaze matriceale MMP2 şi MMP9 din muşchi roşu şi alb
[Chadzinska M., 2008]

Rezultate experimentale

Dozare enzimelor antioxidante

Experimentele de dozare a activitaţii enzimatice a enzimelor antioxidante au fost conduse pe lizate celurare
ale organelor (ficat, branhii, rinichi, intestine) prelevate de la peştii (crap – Cyprinus carpio) supuşi acţiunii
toxice a surfactanţilor. Analizele biochimice au fost efectuate pe un lot de câte 5 indivizi per substanţă testată
şi interval de intoxicare (24h, 48h, 96h), procedurile biochimice fiind aplicate în triplicat pentru obţinerea de
date relevante şi reproductibile. Pentru fiecare interval s-a calculat deviaţia standard şi s-a evaluat statistic
cota nivelului efectului toxic comparativ cu martorul utilizând programul XCEL, funcţia TTEST.

Activitatea enzimatică SOD şi CAT

În figurile 3 şi 4 se evidenţiază scăderea activităţii catalazei, în cazul surfactantului amfoteric, mult mai
pronunţată faţă de tratamentul realizat cu Hyamină în cazul ficatului, precum şi creşterile importante
observate la branhii, rinichi şi intestin, ceea ce a scos în evidenţă toxicitatea CAPB prin generare de radicali
liberi ai oxigenului precum anion superoxid.

Figura nr. 3 Nivelul activitaţii
enzimatice SOD şi CAT în ficat,
branhie, rinichi şi intestin
intoxicate cu 1 mg/l Hyamină în
intervalul de testare 24h, 48h şi
96h.*P<0,05 – efect semnificativ
faţă de martor; **P<0,01 – efect
distinct semnificativ faţă de
martor; ***P<0,001 – efect foarte
semnificativ faţă de martor.
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Figura nr. 4 Nivelul activitaţii
enzimatice SOD şi CAT în ficat,
branhie, rinichi şi intestin
intoxicatecu 1 mg/l CAPB în
intervalul de testare 24h, 48h şi
96h. *P<0,05 – efect semnificativ
faţă de martor;

Dozarea acestor enzime antioxidante din organele analizate intoxicate cu Hyamină au evidenţiat amplificarea
activităţii CAT ceea ce indică prezenţa unui nivel ridicat de peroxid de hidrogen care inactivează SOD, fapt
confirmat de alţi cercetători [Bray şi colab, 1974]. Se poate aprecia că expunerea la CAPB, generează un
răspuns adaptativ la nivelul rinichiului, branhiei și intestinului.

Zimografie SOD

În figura nr. 5 se poate observa că în intoxicaţia cu Hyamină la nivelul ficatului, izoforma de Mn- SOD are
o activitate mai redusă în comparaţie cu martorii de interval. Forma Cu-SOD prezintă o arie a peak-ului
relativă mai mare în primele 24h de intoxicaţie cu Hyamină, după care efectul scade gradual comparativ cu
martorul până la 96h. Această diferenţă de activitate între cele doua izoforme sugereaza faptul ca prima ţintă
a toxicitaţii Hyaminei este mitocondria, fiind probabil cea mai afectată. Efectul cel mai pronunţat se observă
la 96h după intoxicaţie în cazul ambelor izoforme de SOD. De asemenea se poate observa variabilitatea între
indivizi în ceea ce priveşte numărul izoformelor existente la nivelul citosolului şi mitocondriei.

Analizând comparativ valorile activitaţii superoxid dismutazei totale determinate prin metoda
spectrofotometrică şi cele evidenţiate zimografic se poate concluziona că scăderea activitaţii SOD la nivel
celular se datorează în egală masură ambelor izoenzime.

Figura nr. 5 Zimografie SOD (Hyamină)

Activitatea enzimatică a GPX, GST şi GRED

Figurile nr. 7 şi 8 evidenţiază, activitatea GRED scăzută evidenţiată la toate intervalele de intoxicare cu
Hyamină şi CAPB, ceea ce indică într-o mare măsură nivelul scăzut de GSH (tioli liberi) existent la nivelul
ficatului, rinichiului şi intestinului. Deci, se poate sugera implicarea glutationului în reacţiile de detoxifiere a
organismului de compusul poluant şi metaboliţii săi. O biodisponibilitate scăzută a glutationului împiedică
exercitarea funcţiei la valori normale a enzimei antioxidante GPX.
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Figura nr. 7 Nivelul activitaţii
enzimatice GPX, GST şi GRED în
ficat, branhie, rinichi şi intestin
intoxicate cu 1 mg/l Hyamina în
intervalul de testare 24h, 48h şi 96h.
*P<0,05 – efect semnificativ faţă de
martor; **P<0,01 – efect distinct
semnificativ faţă de martor;
***P<0,001 – efect foarte
semnificativ faţă de martor.

Figura nr. 8 Nivelul activitaţii
enzimatice GPX, GST şi GRED în
ficat, branhie, rinichi şi intestin
intoxicate cu 1 mg/l CAPB în
intervalul de testare 24h, 48h şi 96h.
*P<0,05– efect semnificativ faţă de
martor; **P<0,01 – efect distinct
semnificativ faţă de martor;
***P<0,001 – efect foarte
semnificativ faţă de martor.

Modularea activităţii specifice a LDH şi G6PDH

Intoxicaţia cu surfactanţii studiaţi, au condus în ambele cazuri, la modificări de activitate enzimatică ale
enzimelor LDH şi G6PDH, toate organele fiind afectate. S-a observat, că în general activităţile LDH şi
G6PDH scad, excepţie la nivelul rinichiului în cazul ambelor substanţe testate, activitatea LDH creşte
semnificativ după 96h. Având în vedere faptul că LDH catalizează transformarea piruvatului în lactat,
creşterea activităţii observată la nivelul rinichiului sugerează intensificarea metabolismului anaerob pentru
perioada de timp în care se acumulează excesiv compuşi la nivel tisular. Este posibil ca în prezența acestor
surfactanți să se modifice structura membranelor mitocondriale deran jând probabil fosforilarea oxidativă. În
acest context, este posibil ca glicoliza sa fie activată pentru sinteză rapidă de ATP.

Figura nr. 9  Nivelul activitaţii
enzimatice LDH şi G6PDH în ficat,
branhie, rinichi şi intestin intoxicate
cu 1 mg/l Hyamina în intervalul de
testare 24h, 48h şi 96h. *P<0,05 –
efect semnificativ faţă de martor;
**P<0,01 – efect distinct semnificativ
faţă de martor; ***P<0,001 – efect
foarte semnificativ faţă de martor.
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Figura nr. 10  Nivelul activitaţii
enzimatice LDH şi G6PDH în ficat,
branhie, rinichi şi intestin intoxicate
cu 1 mg/l CAPB în intervalul de
testare 24h, 48h şi 96h. *P<0,05 –
efect semnificativ faţă de martor;
**P<0,01 – efect distinct semnificativ
faţă de martor; ***P<0,001 – efect
foarte semnificativ faţă de martor.

Peroxidare lipidică

Nivelul peroxidării lipidice exprimate sub formă de malondialdehidă în organele analizate de la peștii expuși
la cele două tipuri de surfactanți sunt prezentate în figurile nr. 11 și 12.

Analizând rezultatele s-a apreciat ca intoxicaţia cu Hyamină afectează organele în următoarea ordine:
branhie, ficat, rinichi, intestin; iar intoxicaţia cu CAPB prezintă specificitate în primul rând pentru rinichi şi
branhii, urmate de ficat şi intestin.

Peroxidarea lipidică înregistrată după intoxicaţia acută cu CAPB este net superioară Hyaminei, fapt ce
punctează în mod cert o deteriorare a membranelor celulare, pierderea homeostaziei celulare şi formarea
aducţilor dintre MDA şi proteine sau ADN, care explică toxicitatea compusului şi conduc în cele din urmă la
carcinogeneză.

Figura nr. 11 Variaţia MDA în ficat, branhii şi
rinichi intoxicate cu 1mg/l Hyamină

Figura nr. 12 Variaţia MDA în ficat, branhii şi
rinichi intoxicate cu 1mg/l CAPB

*P<0,05 – efect semnificativ faţă de martor; **P<0,01 – efect distinct semnificativ faţă de martor; ***P<0,001 – efect foarte
semnificativ faţă de martor.

Evaluarea nivelului de Glutation redus (GSH)

Concentraţia de GSH la nivelul ficatului, rinichiului şi branhiei, a scăzut în raport cu martorii la toate
intervalele de expunere la ambele substanţe testate (figurile nr. 13 şi 14). Aceste rezultate ne conduc la
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concluzia inducerii unei stări de stres oxidativ la nivelul acestor organe ca urmare a unei concentraţii
crescute de radicali liberi determinaţi de prezenţa acută a toxicului. Rezultatele pot fi corelate de asemenea
cu nivelele scăzute ale activităţii enzimelor GRED şi GST care utilizează moleculele de GSH în procesul de
detoxifiere a organismului.

Figura nr. 13 Variaţia GSH în ficat, branhii şi
rinichi intoxicate cu 1mg/l Hyamină,
***P<0,001 – efect foarte semnificativ faţă de martor

Figura nr. 14 Variaţia GSH în ficat, branhii şi rinichi
intoxicate cu 1mg/l CAPB

Dozare grupări tiol (SH)

În cazul nivelului de SH proteice, la nivelul ficatului, modificările sunt foarte semnificative, începând cu
scădere la 24h şi 48h şi continuând cu o creştere foarte semnificativă la 96h. În cazul branhiei intoxicate cu
Hyamină s-a putut observa creştere la 24h şi 48h, însă după 96h s-a constat revenirea în limitele martorului,
ceea ce ar putea specula că branhiile reuşesc să treacă cu bine peste şocul intoxicaţiei acute cu Hyamină, deşi
acest lucru nu e confirmat de celelalte determinări.
În intoxicaţia cu CAPB a branhiei s-a observat încadrarea în limitele martorului la 24h şi 48h, însă după 96h
nivelul SH proteice creşte foarte semnificativ.
În preparatele obţinute din muşchiul alb s-au observat creşteri distinct semnificative în cazul ambelor
substanţe testate. În muşchiul roşu creşterile distinct semnificative de la 24h şi 48h sunt compensate de
scăderea bruscă la 96h, efect ce se poate pune pe seama micşorării stocului existent de GSH şi alţi
antioxidanţi neproteici cu masă moleculară mică.

Figura nr. 15 Variaţia SH proteice în muşchiul
alb

Figura nr. 64 Variaţia SH proteice în muşchiul roşu

*P<0,05 – efect semnificativ faţă de martor; **P<0,01 – efect distinct semnificativ faţă de martor; ***P<0,001 – efect foarte semnificativ faţă de martor.
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Dozarea grupărilor carbonil

În muşchiul alb şi roşu (figurile nr. 17 şi 18) s-a evidenţiat creşterea semnificativă a concentraţiei de
carbonili la toate intervalele de intoxicare în cazul ambelor substanţe studiate. Semnificativă este creşterea
graduală înregistrată la nivelul muşchiului roşu care se datorează în special metabolismului aerob al acestui
ţesut, expunerea la surfactanţi determinând oxidarea proteinelor şi formarea grupărilor carbonil.

Figura nr. 17 Variaţia gruparilor carbonil în
muşchiul alb

Figura nr. 18 Variaţia gruparilor carbonil în
muşchiul roşu

*P<0,05 – efect semnificativ faţă de martor; **P<0,01 – efect distinct semnificativ faţă de martor.

Profil proteic muşchi

Intoxicaţia acută cu Hyamină a determinat în muşchiul alb, la  96 h, o creştere a densităţilor optice a formelor
moleculare cu masele de: 327, 142, 64, 51, 29, 22 kDa, cea mai mare creştere evidenţiindu-se pentru forma
moleculară cu masa de 64kDa (figura nr. 19).
La nivelul muşchiului roşu, Hyamina a provocat o creştere a densităţii optice a formei moleculare cu masa de
42 kDa. După 48 h nu s-au înregistrat modificări semnificative în raport cu martorul de interval, iar după 96h
de expunere la poluant s-a observat scăderea valorilor densităţii optice a formelor moleculare cu masele de
176, 118, 42 şi 3 kDa (figura nr. 20).

Figura nr. 19 Profil proteic
muscular – muşchi alb,
intoxicaţie cu 1mg/l
Hyamină

Figura nr. 20 Profil proteic
muscular – muşchi roşu,
intoxicaţie cu 1mg/l
Hyamină

Figura nr. 21 Profil
proteic muscular – muşchi
alb, intoxicaţie cu 1mg/l
CAPB

Figura nr. 22 Profil
proteic muscular –muşchi
roşu, intoxicaţie cu 1mg/l
CAPB
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S-a constatat că CAPB determină creşterea densitaţii optice a formei moleculare cu masa de 42 kDa. După
96h de expunere la poluant s-a înregistrat creştere ariei peak- ului b-actinei cu 31% faţă de martor (figurile
nr. 21 şi 22)

Metaloproteinaze matriceale în muşchi

Nivelul activităţii metaloproteinazelor matriceale MMP2 (cu masă moleculară de 72 kDa) din extractul de
muşchi alb intoxicat cu Hyamină, înregistrează o scădere în raport cu martorul la începutul intervalului de
expunere, creşte semnificativ după 48 h şi păstrează valori crescute şi după 96 h. Activitatea MMP9, cu masă
moleculară de  92 kDa a crescut în toate intervalele de expunere la poluant faţă de martorul de interval
(figura nr. 21).

Figura nr. 21 Activitatea metaloproteinazelor MMP2 şi
MMP9 din muşchiul alb, intoxicaţie cu 1mg/l Hyamină

Figura nr. 22 Activitatea metaloproteinazelor MMP2,
MMP9 din muşchiul roşu, 1mg/l Hyamină

Nivelul activităţii metaloproteinazelor matriceale MMP2 din extractul de muşchi roşu intoxicat cu Hyamină,
înregistrează o creştere în raport cu martorul la toate intervalele de intoxicare. Activitatea MMP9, este
inhibată la începutul intervalului de expunere şi creşte după 48 si 96 h de expunere (figura nr. 22).
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Figura nr. 23Activitatea metaloproteinazelor MMP2 şi MMP9 din muşchiul alb, intoxicaţie cu 1mg/l CAPB

Nivelul activităţii metaloproteinazelor matriceale MMP2 din extractul de muşchi alb intoxicat cu CAPB,
înregistrează o scădere în raport cu martorul la începutul intervalului de expunere, după care înregistrează
creşteri uşoare la 48h şi 96h. Activitatea MMP9 a crescut în toate intervalele de expunere la poluant faţă de
martorul de interval (figura nr. 23)

Figura nr. 24 Activitatea metaloproteinazelor MMP2 şi MMP9 din muşchiul roşu, intoxicaţie cu 1 mg/l
CAPB

Nivelul activităţii metaloproteinazelor matriceale MMP2 in extractul de muşchi roşu intoxicat cu CAPB
(figura nr. 24), înregistrează o creştere în raport cu martorul în toate intervalele de timp testate. Activitatea
MMP9 se încadrează în limita martorului la începutul intervalului de expunere, dar creşte după 48 şi 96 h de
expunere.

Interesant este faptul că în cazul intoxicaţiei acute cu Hyamină se activează MMP-2, iar în cazul intoxicaţiei
cu CAPB se activează MMP-9. Această diferenţă evidenţiază enzime şi mecanisme diferite implicate în
refacerea matrixului extracelular şi regenerarea tisulară la nivelul celor două tipuri de muşchi. Creşterea
nivelului de activare a metaloproteinazelor MMP2 şi MMP9 determină refacerea tisulară şi vindecarea
leziunilor survenite din cauza acţiunii toxice a poluantului la nivelul muşchiului roşu.

CAPITOLUL VIII - EVALUAREA MODIFICĂRILOR HISTOLOGICE

Scopul prezentului capitol a fost evidenţierea modificărilor histologice la nivel tisular provocate de
intoxicaţia peştilor cu clorură de benzentoniu (Hyamină 1622) şi cocamidopropil betaină. Pentru evidenţierea
efectelor acute ale surfactanţilor testaţi s-a ales metoda de colorare hematoxilină-eozină, permiţând decelarea
efectelor structurale la nivelul mai multor organe vitale  (ficat, branhie, rinichi, intestine, muşchi alb şi roşu,
etc.).Peştii supravieţuitori (specia Cyprinus carpio, crap) intoxicaţi timp de 96h cu câte 1mg/l surfactant
cationic şi amfoteric, au fost sacrificaţi la intervalele de 24h, 48h şi 96h pentru prelevarea organelor de
interes în vederea investigaţiilor histopatologice.

S-a constatat că surfactantul cationic (clorura de benzentoniu) determină următoarele modificări: ficat –
vacuolizarea hepatocitelului şi hipertrofierea unor nuclei ai celulelor hepatice; branhie – congestie vasculară,
lamele branhiale clavate şi fuziune; rinichi – vacuolizarea epiteliului tubulilor uriniferi, formare de agregate
de macrofage şi dilatarea spaţiului capsulei Bowman; intestine – vacuolizarea citoplasmei celulelor
epitelialeşi tendinţă de fuziune a vilozităţilor (figurile nr. 26, 27, 28, 29).
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În cazul surfactantului amfoteric (cocamidopropil betaină) s-au observat următoarele efecte: ficat – apariţia
zonelor necrotice, fomare de agregatelor de macrofage şi capilare dilatate; branhii - congestie vasculară,
lamele branhiale clavate şi fuziune; rinichi- hipertrofierea nucleilor, necreoze la nivelul epiteliului tubulilor
uriniferi; intestine - vacuolizarea citoplasmei celulelor epiteliale şi tendinţă de fuziune a vilozităţilor (figurile
nr. 25 şi 30).

Figura nr. 25 Secțiune prin ficat după intoxicație acută
cu  CAPB dupa 96  h; H-E, x 40; Agregate de
macrofage; Capilare sinusoide dilatate

Figura nr. 26 Secțiune prin ficat după intoxicație
acută cu  Hyamină 96 h; H-E, x 40; Vacuolizarea
hepatocitelor

Figura nr. 27 Secțiune prin ficat după intoxicație acută
cu  Hyamină 48  h  H-E, x 20; Lamelă clavată sau
anevrism lamelar

Figura nr. 28 Secțiune prin ficat după intoxicație
acută cu  Hyamină 48  h H-E, x 240; Fuziunea
lamelelor branhiale

Figura nr. 29 Secțiune prin rinichi după intoxicație
acută cu Hyamină 96 h, H-E, x 40;Săgeata-Vacuolizarea
epiteliului tubulilor uriniferi; Steluță-Agregat de
macrofage

Figura nr. 30 Secțiune prin rinichi după intoxicație
acută cu  CAPB 96 h, H-E, x 40;
Necrozarea epiteliului tubulilor uriniferi

Analiza histologică a organelor analizate a scos in evidenţă următoarele:
 Modificările structurale provocate de cei doi agenţi de suprafaţă nu sunt specifice şi au fost identificate

şi în cazul expunerii la alte categorii de xenobiotice;
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 Modificările structurale au afectat organe vitale implicate în detoxifierea organismului: ficat, rinichi,
branhie, debutând după intervale scurte de expunere acută la poluant (24 h);

 Majoritatea modificărilor structurale sunt considerate compatibile cu funcţionarea ţesuturilor şi
supravieţuire, însă au apărut şi anomalii severe şi foarte severe: anevrism, rupturi celulare, focare de
necroză care periclizează buna funcţionare a ţesutului;

 Analiza histologică a fragmentelor de organe poate constitui un biomarker în monitorizarea calităţii apei
şi al efectelor compuşilor deversaţi în bazinele acvatice

CAPITOLUL IX - CARACTERIZAREA RISCULUI ACVATIC

Prezenta lucrare s-a finalizat prin elaborarea unei metodologii de evaluarea a riscului acvatic utilizată în
scopul evaluării efectelor adverse ale expunerii surfactanţilor cationici şi amfoterici asupra componentei
acvatice.

Scopul metodologieia fost de a evalua şi caracterizarea riscului acvatic generat de agenţii de suprafaţă
cationici (Hyamina 1622  CAS 121-5400) şi amfoterici (cocamidopropil betaina CAS 4292-10-8) şi
estimarea unor concentraţii maxim admise în apele de suprafaţă astfel încât să nu fie pusă în pericol viaţa
organismelor acvatice pe întreg lanţul trofic.
Evaluarea riscului acvatic a presupus colectarea de informţii şi obţinerea de date in-house pentru a se estima
concentraţia de surfactanţi cationici şi amfoterici în componenta acvatică (predicted expousure
concentration, PEC acvatic) şi concentraţia la care nu sunt observate efecte adverse asupra organismelor
(no-effect concentration,PNEC acvatic). Compararea acestor informaţii ne-a permis să stabilim dacă
substanţele studiate au sau nu efecte nocive asupra mediului acvatic prin raportul PEC/ PNEC în care
valoarea PEC  trebuie să fie mai mică decât valoarea PNEC astfel încât subtanţele să nu prezinte risc acvatic.
Pentru substanţele individuale raportul PEC/PNEC trebuie să fie <1, ceea ce indică faptul că nu va fi nevoie
de noi cercetări pentru identificarea unui potenţial risc.

Având în vedere metodologiile internaţionale de evaluare a riscului ecologic [EPA 1997, CESIO 1996,
HERA 2008, HERA 2005, TDG 2003] şi informaţiile obţinute în cadrul acestei lucrări, pentru evaluarea şi
caracterizarea riscului acvatic al surfactantilor studiaţi, propunemurmătoarele etapeconform figurii nr. 31:
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Figura  nr. 31 Plan de evaluare a riscului acvatic pentru surfactanţi
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Metodologia aplicată a permis elaborarea a doua studii de caz privind evaluarea riscului acvatic, după cum
urmează:

Surfactanţi cationici de tipul sărurilor quaternare de amoniu (ex. Clorura de Benzentoniu /
Hyamina 1622 CAS: 121-54-0)

Tabel nr. 8 Estimarea coeficienţilor de risc acvatic conform normelor OECD, EC şi ECETOC
Valoare PEC

(apă de suprafaţă) Valoare CE50/NOEC Factor de aplicare la cea mai
mică valoare CE50 /NOEC

Valoare
PNEC acvatic

Coeficient de Risc
(PEC/PNEC)

PECmax = 0,2 mg/l
[NICNAS, 2003]

0,39 mg/l (alge)[*]
[in-house]

100 (OECD)
1000 (EU)
200 (ECETOC)

0,0039
0,00039
0,00195

51,28
512,20
102,56

0,004 mg/l (Daphnia) [**]
[NICNAS, 2003]

10 (conform OECD si EU) 0,0004 500

0,05 mg/l (alge) [***]
[in-house]

100 (OECD) 0,0005 400

PECmin=0,002 mg/l
[NICNAS, 2003]

0,39 mg/l (alge) [*]
[in-house]

100 (OECD)
1000 (EU)
200 (ECETOC)

0,0039
0,00039
0,00195

0,51
5,12

1,025
0,004 mg/l (Daphnia) [**]

[NICNAS, 2003]
10 (OECD si EU) 0,0004 5

0,05 mg/l(alge)[***]
[in-house]

100 (OECD) 0,0005 4

PECmax=0,01 mg/l
[in- house]

0,39 mg/l (alge) [*]
[in-house]

100 (OECD)
1000 (EU)
200 (ECETOC)

0,0039
0,00039
0,00195

2,56
25,64
5,12

0,004 mg/l (Daphnia) [**]
[NICNAS, 2003]

10 (OECD si EU) 0,0004 25

0,05 mg/l (alge) [***]
[in-house]

100 (OECD) 0,0005 20

Concluzia finală Coeficient de risc >1 – surfactaţii cationici (sărurile quaternare de amoniu /Hyamina 1622) prezintă risc
asupra componentei acvatice la concentraţii estimate de 0,01-0,2 mg/l. Conform datelor experimentale
obţinute in- house şi/sau publicate în literatură, există posibilitatea ca la concetraţii ≤0,002 mg/l în apa de
suprafaţă, să nu mai prezinte efecte toxice asupra organismelor acvatice.

Observaţii: [*] Au fost efectuate trei teste de toxicitate acute (peşti, alge şi crustacee) şi s-a selectat cea mai mica valoare CE50; [**] Au fost
identificate în literatură valorile de toxicitate cronică pentru crustacee şi peşti din care s-a selectat cea mai mica valoare NOEC; [***] S-a determinat
in-house NOEC pentru alge.

Surfactanţi amfoterici de tipul Coco alchil derivaţi (ex. Cocamidopropil betaină/ laurilamidopropil
betaine / AMFODAC LB CAS: 4292-10-8)

Tabel nr. 9 Estimarea coeficienţilor de risc acvatic conform normelor OECD, EC şi ECETOC
Valoare PECacvatic

(apă de suprafaţă)
Valoare CE50/

NOEC
Factor de aplicare la cea mai
mică valoare CE50 /NOEC

Valoare
PNEC acvatic

Coeficient de Risc
(PEC/PNEC)

0,002 mg/l
[in- house]

5,55 mg/l (alge) [*]
[in-house]

100 (conform OECD)
1000 (conform EU)
200 (conform ECETOC)

0,055
0,0055
0,027

0,036
0,36

0,074
0,5 mg/l (alge) [***] [in-

house]
100 (OECD) 0,005 0,4

0,09 mg/l (alge) [**]
[IUCLID 2000]

10 (conform OECD / EU) 0,009 0,22

0,0019 mg/l
[Kazuaki M. et al,
2008].

5,55 mg/l (alge) [*]
[in-house]

100 (conform OECD)
1000 (conform EU)
200 (conform ECETOC)

0,055
0,0055
0,027

0,034
0,34
0,07

0,5 mg/l (alge) [***] [in-
house]

100 (OECD) 0,005 0,38

0,09 mg/l (alge) [**]
[IUCLID 2000]

10 (conform OECD / EU) 0,009 0,21

Concluzie finală Coeficient de risc <1 – substanta nu prezinta risc asupra componentei acvatice la concentratii estimate in
componenta acvatica pana la 0,01 mg/l

Observaţii: [*] Au fost efectuate trei teste de toxicitate acute (peşti, alge şi crustacee) şi s-a selectat cea mai mică valoare CE50; [**] Au fost
identificate în literatura valorile de toxicitate cronică pentru crustacee şi peşti din care s-a selectat cea mai mică valoare NOEC; [***] S-a determinat
in-house NOEC pentru alge.
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CONCLUZII GENERALE

Prezenta teză de doctorat a avut ca principal obiectiv caracterizarea ecotoxicologică a agenţilor de suprafaţă
cationici şi amfoterici respectând cerinţele Regulamentului European CE nr. 648/2004 şi evaluarea
riscului acvatic.

Pentru evidenţierea aportului de noutate al prezentei teze de doctorat, în prima parte a tezei de doctorat s-a
realizat stadiul cunoşterii, cu accent deosebit asupra surfactanţilor cationici şi amfoterici, privind
consideraţiile generale ale detegenţilor, respectiv tipuri şi utilizări, aspecte ecotoxicologice
(biodegradabilitate, toxicitate, bioacumulare, metabolizare), efecte subletale evidenţiate la nivel fiziologic
(stres oxidativ, posibili biomarkeri ai contaminării cu surfactanţi potenţiale modificări histologice). De
asemnenea s-au studiat reglementările naţionale şi internaţionale privind normarea în diverse tipuri de ape şi
produse de curăţat, criterii de comercializare şi etichetare ecologică.

Analiza datelor de literatură expuse în capitolul I a condus la concluzia generală că există suficiente studii
de evaluare a ecotoxicităţii surfactanţilor anionici precum şi pentru o mare parte dintre cei neionici, şi de
aceea cercetarea viitoare ar trebui îndreptată în mod special pentru elucidarea efectelor toxice ale
surfactanţilor cationici şi amfoterici al căror profil ecotoxicologic este puţin cunoscut, iar proprietăţile lor
fizico-chimice pot influenţa semnificativ rezultatele studiilor ecotoxicologice. De asemnea s-a constatat un
număr redus şi neclar de informaţii privind biodegradabilitatea şi toxicitatea compuşilor selectaţi pentru
cercetare (cationici – clorura de benzentoniu şi amfoterici – cocamidopropil betaina).
În general pentru evaluarea ecotoxicităţii se recomandă metodologia standardizată OECD şi ISO,
reglementată şi recunoscută la nivel mondial. În ceea ce priveşte evaluarea gradului de biodegradare, cel mai
des se utilizează metodele de biodegradabilitatea ultimă aerobă reglementată de către Regulamentul
648/2004 privind detergenţii, iar pentru evaluarea toxicităţii se utilizează  baterii de teste care să acopere
toate nivele trofice din mediul acvatic (pentru acestea se recomandă teste acute şi cronice în sistem clasic sau
alternativ).
S-a constatat că surfactanţii cationici întâmpină probleme de biodegradare aerobă, în timp ce surfactanţii
amfoterici sunt uşor biodegradabili, iar din punct de vedere al toxicităţii atât surfactanţii cationici cât şi cei
amfoterici determină efecte acute (fiind clasificaţi în clasele de toxicitate TOXIC  sau MODERAT TOXIC)
asupra peştilor, crustaceelor, algelor şi bacteriilor.
În consecinţă, cercetarea experimentală din prezenta lucrare a utilizat pentru metodologia OECD şi ISO
pentru evaluarea ecotoxicităţii şi baterii de teste de toxicitate acute, cu timp de execuţie şi costuri reduse,
conduse pe organisme acvatice specifice apelor de suprafaţă din România (crap, purici de baltă, alge verzi şi
bacterii).

Capitolul II a evidenţiat că în literatura  de specialitate nu există date privind efectele surfactantului cationic
- clorura de benzentoniu şi amfoteric - cocamidopropil betaină, asupra sistemelor enzimatice de apărare din
organismul peştilor, drept pentru care rezultatele obţinute în acest sens au constituit o noutate la nivel
internaţional.

Capitolul III a scos în evidenţă importanţa alinierii la reglementările internaţionale privind detergenţii,
respectiv Regulamentul 648/2004 privind detergenţiişi amendamentele ulterioare care impune reguli
stricte de comercializare a produselor de curăţat în vederea asigurării protecţiei sănătăţii umane şi a mediului.
De asemenea prezentul regulament prevede şi ghiduri de evaluare a riscului complementar determinat de
surfactanţi în urma biodegradării prin formare de metaboliţi potenţial recalcitranţi.
Acest capitol a subliniat un aspect foarte important pentru evidenţierea noutăţii subiectului abordat, acela că
surfactanţii cationici şi amfoterici nu sunt normaţi în apele uzate şi apele de suprafaţă de către legislaţia
naţională şi internaţională.
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În a doua parte a tezei au fost prezentate experimentele de laborator şi rezultatele (privind biodegradarea,
toxicitatea şi efectele la nivelul sistemelor de apărare ale organimelor acvatice – peşti) care au condus în final
la caracterizarea ecotoxicologică a surfactanţilor cationici şi amfoterici şi evaluarea riscului acvatic.

În acest scop, în vederea experimentării au fost selectaţi surfactanţii cationici (din clasa sărurilor
quaternare de amoniu), utilizaţi frecvent în fabricarea detergenţilor şi balsamurilor de rufe şi vase, dar şi în
produse biocide,precum şi surfactanţii amfoterici (din clasa coco alchil derivaţilor)folosiţi la fabricarea
produselor de îngrijire personală (şampoane, balsam pentru păr, săpun lichid şi loţiuni de curăţare pentru
faţă) şi în industria detergenţilor de curăţare.

În capitolul IV au fost prezentate metodele analitice şi parametrii lor de performanţă, aplicate pentru
determinarea catitativă a surfactanţilor cationici şi amfoterici (specificate în anexele Regulamentul European
nr. 648/2004/CE) sunt tehnici spectrofotomerice, de rutină care implică costuri scăzute. Limitele de detecţie
în soluţii apoase sintetice / probe de mediu contaminate (ape uzate şi ape de suprafaţă) oferite de aceste
metode sunt: 0,003 mg/l pentru surfactanţii cationici şi 0,002 mg/l pentru surfactanţii amfoterici.
Interferenţele metodelor sunt determinate de prezenţa altor categorii de surfactanţi (anionici, cationici,
substanţe organice) care reacţionează fie cu surfactantul ţintă fie cu reactivul de culoare formând compuşi
stabili. Aceste probleme pot fi înlăturate prin utilizare răşinilor schimbătoare de ioni care separa surfactanţii
ţintă.
Selectivitate metodei pentru probele sinstetice a fost asigurată prin utilizarea curbelor etalon realizate pentru
principalele substanţe studiate (Hyamină, Tetranyl şi cocamidopropil betaină). Pentru detecţia selectivă a
compuşilor cationici şi amfoterici din probele de mediu recomandăm 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 că surfactanţii cationici de tipul sărurilor quaternare de amoniu (ex.
dialchil hidroxietil amoniu metasulfat / Tetranyl AT 7590, clorura de benzentoniu/ Hyamina 1622, bromura
de cetilpiridiniu şi TEA esterquaţii) şi amfoterici tip coco alchil derivaţi (ex. cocamidopropil betaina /
ANFODAC LB) prezintă o biodegradabilitate primară ≥80% şi o biodegradabilitate ultimă>60%. Conform
criteriilor de conformare ale metodelor aplicate pentru evaluarea gradului de biodegradabilitate, surfactanţii
studiaţi şi amestecurile lor respectă procentele de biodegradare impuse. Se remarcă o biodegradabilitate mai
scăzută a surfactanţilor cationici comparativ cu surfactanţii amfoterici. Rezultatele obţinute au fost
comparabile cu datele specificate în literatura de specialitate pentru compuşi similari privind gradul de
biodegradabilitate a acestor compuşi.

Capitolul VI a prezentat experimentele de toxicitate acută care au evidenţiat că surfactanţii cationici (clorura
de benzentoniu /Hyamina 1622 şi 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 şi bacteriile. În ceea ce priveşte surfactanţii amfoterici (cocamidopropil betaina/
ANFODAC LB), aceştia au manifestat efect toxic asupra peştilor, crustaceelor şi algelor, iar asupra bacteriilor
a avut efect slab toxic/ practic netoxic.
Conform reglementărilor în vigoare şi asistemelor de clasificare am apreciat că surfactantul cationic - clorura
de benzentoniu, se încadreză în categoria 1 de toxicitate acutădeoarece prezintă efecte puternic toxice pentru
crustacee şi alge la concentraţii < 1 mg/l. Surfactanţii - cationic  (dialchil hidroxietil amoniu metasulfat) şi
amfoteric (cocamidopropil betaină) se încadreză în categoria 2 de toxicitate acutădeoarece prezintă efecte
toxice la concentraţii cuprinse în intervalul 1- 10 mg/l.

Caracterul inovativ al experimentelor de toxicitatea acvatică constă în selectarea celor doi compuşi utilizaţi
în testare (clorura de benzentoniu şi cocamipropil betaina) pentru care nu sunt disponibile date de toxicitate
acută asupra speciei de peşte Cyprinus scarpio, specifică apelor dulci din România.
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Tot în acest capitol s-a încercat completarea bazei de informaţii privind ecotoxicitatea surfactanţilor cationici
şi estimarea unui potenţial risc complementar, prin studii de toxicitate efectuate pentru lichilele rezultate în
urma biodegradării. Efluenţii de biodegradare ai surfactanţilor cationici testaţi au manifestat efecte toxice
asupra organismelor, gradul de toxicitate variind în funcţie de tipul organismului, astfel încât algele şi
bacteriile au fost organismele cele mai sensibile, aspect care poate fi corelat cu efectul determinat de
substanţele chimice originale asupra acestor specii. Din analiza datelor experimentale s-a evidenţiat ca
Hyamina 1622 / clorura de benzenthoniu  determină un impact toxic pronunţat în comparaţie Tetranyl AT
7590/ dialichil hidroxietil amoniu metasulfatul, iar faptul că s-au înregistrat efecte toxice ale soluţiilor de
agenţi de suprafaţă rezultate în urma proceselor de biodegradare, ne conduce la ipoteza apariţiei unor
metaboliţi de biodegradare cu potenţial recalcitrant sau persistenţa surfactantului în mediul de testare. Pentru
moment dotarea analitică nu permite determinare de metaboliţi ai surfactanţilor fiind necesare echipamente
moderne.

Efectele surfactanţilor selectaţi pentru testare (clorura de benzentoniu şi cocamidopropil betaina) asupra
sistemului antioxidant de apărare şi inducerea stresului oxidativ, au fost prezentate în capitolul VII.
Concluziile generale obţinute în acest sens au fost următoarele:

- s-a constatat că ficatul și branhiile au fost organele cele mai afectate de acțiunea toxică a surfactantului
cationic cu schimbări semnificative în metabolismul celular. Alături de afectarea sistemului enzimatic
antioxidant, intensificarea peroxidării lipidice și scăderea GSH confirmă faptul că Hyamina determină
toxicitate la nivelul ficatului și branhiilor din Cyprinus carpio prin instalarea stresului oxidativ. Așadar,
clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) manifestă un efect toxic sub-letal acut cu tendința de impact toxic
pe termen lung.

- intoxicaţia cu surfactant amfoteric, a evidentiat o acțiune toxică selectivă la nivelul organelor, ficatul și
branhia  fiind cele mai afectate. Pe baza analizelor biochimice, care au evidențiat instalarea stresului
oxidativ și a peroxidării lipidice la nivelul organelor studiate, rezultă că aceasta substanţă, care se
regăseşte la o puritate destul de mică (<50%)  manifestă un efect toxic sub-letal acut cu tendință de
impact toxic pe termen lung.

Capitolul VIII a evidenţiat modificărilor histologice la nivel tisular provocate de intoxicaţia peştilor cu
clorură de benzentoniu (Hyamină 1622) şi cocamidopropil betaină. S-au constatat modificări ale structurilor
tisulare în ambele cazuri de intoxicare, efectelor fiind evidentiate imediat după 24 h de la intoxicare. Cele
mai drastice modificări în raport cu martorii s-au evidenţiat în intoxicaţia cu clorura de benzentoniu care
determină vacuolizarea hepatocitelului la nivelul ficatului, congestie vasulară la nivelul branhiilor,
vacuolizare şi fomare de agregate de macrofage la nivelul epiteliului urinifer. Nici efectele surfactantulul
amfoteric (cocamidopropil betainei) nu sunt de neglijat acesta determinând zone necrotice la nivelul ficatului
şi fuziunea lamemelor branhiale.

Prezenta lucrare s-a finalizat cu elaborarea unei metodologii şi cu două studii de caz privind caracterizarea
riscului asupra componentei acvatice, prezentate în capitolul IX. Prin aplicarea metodologiei de evaluare
risc propusă în ultimul capitol al lucrării, s-a evaluat riscul acvatic generat de clorura de benzentoniu /
Hyamina 1622 (surfactant cationic din clasa sărurilor quaternare de amoniu) şi cocamidopropil betaină/
ANFODAC LB (surfactant amfoteric din clasa coco alchil derivaţilor).

Evaluarea riscului acvatic a presupus colectarea de informaţii privind expunerea la substanţele testate
(caracterizare, proprietăţi, utilizare, căi de pătrundere în mediu, prezenţa în mediu, biodegradare, etc.) astfel
încât să se permită predicţia concentraţiei în apa de suprafaţă (Predicted Expousure Concentration, PEC).
Un al doilea set de informaţii (toxicitate acvatică, efecte sub-letale, efecte complementare, etc.) a presupus
estimarea celei mai mari concentraţii la care nu sunt observate efecte adverse asupra organismelor acvatice
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(Predicted No-Effect Concentration, PNEC). Compararea acestor informaţii a permis stabilirea riscului
generat de substanţele testate asupra mediului acvatic. Utilizarea acestor substanţe în produse de curăţat este
permisă atunci când PEC este mai mic decât PNEC.

Concluziile finale ale studiilor de caz au fost următoarele:

Surfactanţi cationici
Majoritatea valorilor coeficienţilor de risc acvatic estimaţi pentru surfactanţii cationici (săruri quaternare de
amoniu) din care face parte  clorura de benzentoniu (Hyamina 1622) au fost >1, ceea ce atestă faptul că
aceste substanţe şi implicit cea studiată de către noi prezintă risc asupra organismelor acvatice, apreciere
susţinută şi de efectele sub-letale evidenţiate la nivelul sistemelor de detoxifiere a organismelor, precum şi de
efectele complementare pe care aceaste substanţe le poate determina în urma biodegradării prin persistenţă
sau generare de metaboliţi recalcitranţi.
Ca urmare a datelor obţinute prin acest studiu de risc şi având în vedere faptul că monitorizarea şi normarea
concentraţiilor de agenţi de suprafaţă cationici nu sunt reglementate de legislaţia naţională şi internaţională
privind calitatea apelor de suprafaţă, recomandăm ca valoarea de ≤0,002 mg/l să fie stabilită ca limita
maximă admisă în apa de suprafaţă pentru agenţii de suprafaţă cationici cu azot quaternar (implicit
clorura de benzentoniu, dialchil hidroxietil metasulfat, bromura de cetilpiridiniu), astfel încât să nu fie
afectată viaţa ecosistemului acvatic.

Surfactanţi cationici
Coeficientul de risc determinat pentru surfactanţii amfoterici (coco achil derivaţi, ex. cocamidopropil betaină
/ laurilamidopropil betaină / ANFODAC LB) este < 1 ceea ce conduce la concluzia că această clasă de
substanţe nu prezintă risc asupra componentei acvatice din România, însă datorită efectelor sub letale
negative evidenţiate la nivelul organelor de peşte mai sunt încă necesare studii în acest sens.

De asemenea, ca urmare a acestui studiu de risc şi având în vedere faptul că agenţii de suprafaţă amfoterici
nu sunt normaţi de legislaţia naţională şi internaţională, estimăm că valoarea de 0,01 mg/l poate fi
considerată calimită maximă admisă în apa de suprafaţă pentru compuşii de tip coco alchil derivaţi (ex.
Cocamodopropil betaina / laurilamidopropil betaină / ANFODAC LB), astfel încât să nu fie afectată viaţa
ecosistemului acvatic.

Contribuţii originale ale prezentei teze de doctorat au fost următoarele:

 Informaţii noi privind caracterizarea ecotoxicologică (biodegradare şi toxicitate) a surfactanţilor cationici şi
amfoterici (în special clorura de benzentoniu şi cocamidopropil betaina). Surfactanţii studiaţi se
biodegradează primar (>80% eficienţă de îndepărtare) şi ultim (>60% eficienţă de îndepărtare), cu
menţiunea că surfactanţii cationici au obţinut cele mai mici valori. In ceea ce priveşte toxicitate acută acvatică
s-a constatat că surfactanţii cationici sunt toxici pentru crustacee, alge şi bacterii („toxicitate acută categoria
1”), iar surfactanţii amfoterici sunt toxici pentru  peşti, crustacee şi alge („toxicitate acută categoria 2”).

 Iniţierea evaluării riscului complementar a surfactanţilor cationici prin efectuarea de teste de toxicitate a
lichidelor rezultate în urma biodegradării. Efluenţii rezultaţi în urma biodegradării surfactanţilor cationici îşi
menţin toxicitatea şi după biodegradare asupra algelor şi bacteriilor, în timp ce surfactanţii amfoterici
determină o toxicitate mai slabă comparativ cu substanţa originală.

 S-au obţinut informaţii importante privind efectele clorurii de benzentoniu şi cocamidopropil betainei asupra
sistemelor enzimatice de apărare a peştilor, respectiv detalii privind inducerea stresului oxidativ de către
surfactanţii cationici şi amfoterici. Ambele subştanţe induc modificări ale activităţilor enzimatice specifice ale
enzimelor antioxidante din organele studiate (cele mai afectate organe fiind ficatul şi branhiile) şi deteriorări
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oxidative ale proteinelor ceea ce indică toxicitatea acută (la 0,5mg/l surfactant) cu tendinţă de impact pe
termen lung.

 S-au evidenţiat efectele acute ale surfactanţilor cationici şi amfoterici la nivel tisular, cele mai drastice
modificării fiind identificate la nivelul ficatului, branhiilor şi rinichiului. Majoritatea modificărilor
structurale sunt considerate compatibile cu funcţionarea ţesuturilor şi supravieţuire, însă au apărut
şi anomalii severe şi foarte severe: anevrism, rupturi celulare, focare de necroză care periclizează
buna funcţionare a ţesutului;

 Metodologie de evaluare risc acvatic a surfactanţilor cationici şi amfoterici asupra componentei acvatice şi
două studii de caz specifice claselor de surfactanţi studiate. Aplicarea metodologiei a condus la obţinerea
următorilor coeficienţi de risc acvatici: surfactanţii cationici (clorura de benzentoniu – PEC/PNEC >1 –
prezintă risc asupra organismelor acvatice; surfactanţii amfoterici (cocamidopropil betaina - PEC/PNEC <1 -
nu prezintă risc asupra organismelor acvatice);

 S-au stabilit concentraţiile maxime admise de surfactanţi cationici (≤0,002mg/l) şi amfoterici (0,01mg/l) în
apele de suprafaţă astfel încât să nu fie afectată viaţa ecosistemului acvatic pe întreg lanţul trofic;

Aplicabilitate

 S-au dezvoltat / implementat metode pentru evaluarea biodegradabilităţii ultime şi toxicităţii acvatice
(conduse pe alge şi bacterii) în vederea aplicării în cercetare şi la beneficiari direcţi. Metodele aplicate au
fost propuse în 2011 pentru implementarea în practică curentă de laborator şi acreditare RENAR. De
asemenea unele din metodele experimentate au fost utilizate în testarea produselor de curăţat / biocide ale
beneficiarilor pentru obţinerea de rezultate necesare completării fişelor tehnice de securitate şi
conformare la legislaţia în vigoare.

 În ceea ce priveşte aplicabilitatea legislativă, rezultatele obţinute (coeficienţii de risc şi limitele maxime
admise în apa de suprafaţă) pot completa / modifica actele normative existente pentru normarea calităţii
apei de suprafaţă (ex. Ordinul 161/2006) şi pot influenţa factorii de decizie pentru elaborarea de programe
de monitorizare a surfactanţilor indiferent de tipul lor, în apa de suprafaţă şi apele uzate municipale. De
asemenea pot influenţa factorii de decizie responsabili pentru implementarea Regulamentului 648/2004
privind detergenţii pentru efectuarea unui control mai riguros al produselor din această clasă pentru
stabilirea caracteristicilor de ecotoxicitate şi evaluarea riscurilor.

Recomandări pentru consumatori

- Respectarea dozajelor şi utilizarea corectă a produselor conform etichetei sau  prospectului;
- Folosirea detergenţilor compacţii sau a celor lichizi, pentru evitarea fosfaţilor;
- Folosirea detergenţilor ecologici identificaţi pe piaţă cu un simbol grafic specific în formă de floare;
- Depozitarea şie evacuarea adecvată a deşeurilor;
- Evitarea spălărilor inutile;
- Alegerea corectă a produselor, respectiv utilizarea unui produs universal adecvat pentru mai multe

aplicaţii.

Ca urmare a cercetărilor efectuate până în prezent şi a informaţiilor / datelor prezentate în acest studiu, am
identificat câteva perspective de cercetare privind subiectul agenţilor de suprafaţă cationici şi
amfoterici:
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 Dezvoltarea de noi metode analitice de control a agenţilor de suprafaţă cationici şi amfoterici, care
datorită complexităţii structurale şi a matricelor de mediu în care aceştia se regăsesc, pot produce
interferenţe, iar utilizarea metodelor clasice spectrofotometrice ridică probleme de sensibilitate şi
selectivitate. De asemenea dezvoltarea de metode noi pentru detecţia metaboliţilor pentru toate clasele de
surfactanţi.

 Caracterizarea şi evaluarea riscului determinat de agenţii de suprafaţă cationici şi amfoterici asupra
microorganismelor din nămolul activ şi organismelor din sediment şi sol, deoarece aceste substanţe active
prezintă o mare capacitate de adsorbţie pe diverse materii.

 Exista încă foarte multe substanţe cu proprietăţi surfactante cationice şi amfoterice pentru care nu există
date de literatură privind ecotoxicitatea şi riscul asupra componentelor de mediu.

 La nivelul României, dar şi la nivel internaţional,  studiile de monitorizare a concentraţiilor de agenţi de
suprafaţă în apele de suprafaţă sunt foarte rare, aceste substanţe datorită proprietăţilor lor fizico-chimice
ridicând probleme de calitate a ecosistemelor acvatice.

 Datele privind acţiunea surfactanţilor asupra sistemelor de detoxifiere a organismelor active evaluarea
impactului pe termen lung şi gradul de bioacumulare în diverse ţesuturi ale organismelor acvatice, sunt
foarte limitate.
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