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II

(Atti mhux legizlattivi)

REGOLAMENTI

REGOLAMENT TAL-KUMMISSJONI (UE) 2016/266
tas-7 ta’ Dicembru 2015

li jemenda, ghall-finijiet tal-adattament tieghu ghall-progress tekniku, ir-Regolament (KE)

Nru 440/2008 1i jistabbilixxi metodi ta’ ttestjar skont ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tal-

Parlament Ewropew u tal-Kunsill dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u r-
restrizzjoni ta’ Sustanzi Kimic¢i (REACH)

(Test b'rilevanza ghaz-ZEE)

IL-KUMMISSJONI EWROPEA,
Wara li kkunsidrat it-Trattat dwar il-Funzjonament tal-Unjoni Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tat-18 ta’ Dicembru 2006
dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u r-restrizzjoni ta’ Sustanzi Kimi¢i (REACH), li jemenda d-
Direttiva 1999/45/KE u li jhassar ir-Regolament (KEE) Nru 793/93 tal-Kunsill u r-Regolament (KE) Nru 1488/94 tal-
Kummissjoni kif ukoll id-Direttiva 76/769/KEE tal-Kunsill u d-Direttivi 91/155/KEE, 93/67/KEE, 93/105/KE u
2000/21/KE tal-Kummissjoni (), u b'mod partikolari l-Artikolu 13(2) tieghu,

Billi:

(1)  Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 440/2008 (3) fih il-metodi ta’ ttestjar ghall-finijiet tad-determinazzjoni
tal-karatteristici fizikokimici, it-tossicita u l-ekotossicita ta’ sustanzi kimici li ghandhom jigu applikati ghall-finijiet
tar-Regolament (KE) Nru 1907/2006.

(2)  Hemm il-htiega li r-Regolament (KE) Nru 440/2008 jigi aggornat biex jinkludi metodi godda u aggornati ta’
ttestjar adottati dan l-ahhar mill-OECD sabiex jitqies il-progress tekniku, u biex jigi zgurat it-tnaqgis fl-ghadd ta’
annimali li jintuzaw ghal skopijiet sperimentali, b’konformita mad-Direttiva 2010/63/UE tal-Parlament Ewropew
u tal-Kunsill (°). Il-partijiet interessati gew ikkonsultati dwar dan l-abbozz.

(3)  L-adattament fih ghoxrin metodu ta’ ttestjar, metodu wiehed gdid ghad-determinazzjoni ta’ karatteristika
fizikokimika, hdax-il metodu gdid ta’ ttestjar u tliet metodi aggornati ta’ ttestjar ghall-valutazzjoni tal-ekotossicita,
u hames metodi godda ta’ ttestjar ghall-valutazzjoni tad-destin u l-imgiba ambjentali.

(4)  Ghalhekk, ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 ghandu jigi emendat skont dan.

(5)  Il-mizuri previsti fdan ir-Regolament huma konformi mal-opinjoni tal-Kumitat imwaqgaf skont l-Artikolu 133
tar-Regolament (KE) Nru 1907/2006,

() GUL396,30.12.2006,p. 1.

(*) Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 440/2008 tat-30 ta’ Mejju 2008 i jistabbilixxi metodi ta’ ttestjar skond ir-Regolament (KE)
Nru 1907/2006 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u r-restrizzjoni ta’ sustanzi
kimici (REACH) (GU L 142, 31.5.2008, p. 1).

() 1d-Direttiva 2010/63UE tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tat- 22 ta’ Settembru 2010 dwar il-protezzjoni tal-annimali li jintuzaw
ghal skopijiet xjentifi¢i (GUL 276, 20.10.2010, p. 33).
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ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1

L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008 huwa emendat skont -Anness ghal dan ir-Regolament.

Artikolu 2

Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fit-tielet jum wara dak tal-pubblikazzjoni tieghu f1I-Gurnal Uffijali tal-Unjoni
Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri
kollha.

Maghmul fi Brussell, is-7 ta’ Dicembru 2015.

Ghall-Kummissjoni
1l-President
Jean-Claude JUNCKER
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ANNESS

L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008 huwa emendat kif gej:

(1) Hija mdahhla nota fil-bidu tal-Anness, qabel il-Parti A:

“Nota:

Qabel ma jintuza xi wieched mill-metodi ta’ ttestjar li gejjin biex tigi ttestjata sustanza multikostitwenti (MCS),
sustanza ta’ kompozizzjoni mhux maghrufa jew varjabbli, proditt ta’ reazzjoni kumplessa jew materjal bijologiku
(UVCB), jew tahlita u fejn l-applikabbilta tieghu ghall-ittestjar ta” MCS, UVCB jew tahlitiet ma tkunx indikata fil-
medtodu tal-ittestjar rispettiv, ghandu jigi kkunsidrat jekk il-metodu huwiex xieraq ghall-finijiet regolatorji mahsuba.

Jekk il-metodu ta’ ttestjar jintuza ghall-ittestjar ta’ MCS, UVCB jew tahlita, ghandha titqieghed kemm jista’ jkun
disponibbli bizzejjed informazzjoni dwar il-kompozizzjoni taghha, ez. mill-identita kimika tal-kostitwenti taghha, 1-
okkorrenza kwantitattiva taghhom, u l-proprjetajiet rilevanti tal-kostitwenti taghha.”

(2) Huwa mizjud il-Kapitolu A.24:

“A.24. KOEFFICJENT TA’ PARTIZZJONI (N-OTTANOL/ILMA), METODU TA’ KROMATOGRAFIJA
LIKWIDA BI PRESTAZZJONI GHOLJA (HPLC)

INTRODUZZJONI

Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida ta’ ttestjar tal-OECD (TG) 117 (2004)

Il-koeffi¢jent ta’ partizzjoni (P) huwa ddefinit bhala l-proporzjon tal-koncentrazzjonijiet tal-ekwlibriju ta’
sustanza mahlula fsistema b'zewg fazijiet li tikkonsisti fzewg solventi li fil-parti l-kbira ma jistghux jithalltu.
Fil-kaz ta’ n-ottanol u ilma,

P — C, — octanol

Cwater
Il-koefficjent ta’ partizzjoni li huwa l-kwozjent ta’ Zewg koncentrazzjonijiet, huwa minghajr dimensjoni u
normalment jinghata fil-forma tal-logaritma tieghu ghal bazi ta’ ghaxra.

P huwa paremetru ewlieni fl-istudji tad-destin ambjentali tas-sustanzi kimici. Intweriet relazzjoni sinifikanti
hafna bejn il-P, ta’ forma mhux jonizzata ta’ sustanzi u l-bijoakkumulazzjoni taghhom fil-hut. Intwera wkoll li
P, huwa parametru utli fit-tbassir tal-adsorbiment fil-hamrija u n-naqal u ghall-istabbiliment ta’ relazzjonijiet
bejn l-istruttura u l-attivita kwantitattivi ghal firxa wiesgha ta’ effetti bijologici.

II-proposta originali ghal dan il-metodu ta’ ttestjar kienet ibbazata fuq artiklu minn C.V. Eadsforth u P.
Moser (1). L-izvilupp tal-metodu ta’ ttestjar u test ta’ tqabbil bejn il-laboratorji tal-OECD kienu kkoordinati mill-
Umweltbundesamt tar-Repubblika Federali tal-Germanja matul [-1986 (2).

KUNSIDERAZZJONIJIET TAL-BIDU

Valuri log P, fil-medda — 2 sa 4 (xi drabi sa 5 u iktar) () jistghu jigu determinati b'mod sperimentali bil-
metodu Flask tat-Thezziz (Kapitolu A.8 ta’ dan l-Anness, Linja Gwida tat-Test 107 tal-OECD). Il-metodu HPLC
ikopri log P, fil-medda ta’ 0 sa 6 (1)(2)(3)(4)(5). Dan il-metodu jaf ikun jehtieg stima tal-P , biex jassenja s-
sustanzi ta’ referenza xierqa u jappoggja kwalunkwe konkluzjoni mahruga mid-dejta ggenerata mit-test. Il-
metodi ta’ kalkolu huma diskussi fil-qosor fl-Appendici ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar. Il-modalita ta’ operazzjoni
HPLC hija isokratika.

I-valuri tal-P_ jiddependu mill-kundizzjonijiet ambjentali bhat-temperatura, il-pH, is-sahha jonika ec¢, u dawn
ghandhom jigu ddefiniti fl-esperiment ghall-interpretazzjoni korretta tad-dejta dwar il-P . Ghal sustanzi
jonizzabbli, metodu iehor (ez. abbozz tal-linja gwida tal-OECD dwar il-metodu metriku tal-pH ghal sustanzi
jonizzati (6)) jista’ jsir disponibbli u jista’ jintuza bhala metodu alternattiv. Ghalkemm dan l-abbozz tal-lingwa
gwida tal-OECD jaf ikun xieraq biex jigi ddeterminat il-P, ghal dawn is-sustanzi jonizzabbli, fxi kazijiet huwa
iktar xieraq li jintuza l-metodu HPLC fpH ambjentalment rilevanti (ara I-paragrafu 9).

() Jinghata limitu superjuri minhabba I-htiega li tintlahaq fazi ta’ separazzjoni kompleta wara l-aggustamenti tal-ekwilibriju tal-partizzjoni

u gabel jittiehdu kampjuni ghal analizijiet kwantitattivi. Jekk tinghata attenzjoni xierqa, il-limitu superjuri jista’ jigi estiz ghal valuri oghla
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PRINCIPJU TAL-METODU

6. Titwettaq HPLC ffazi inversa fuq kolonni analitici ppakkjati b’fazi solida kummer¢jalment disponibbli li fihom
ktajjen tal-idrokarburi twal (ez. Cg, C,,) maghqud kimikament mas-sili¢ju.

7. Sustanza kimika injettata ftali partizzjonijiet tal-kolonna bejn il-fazi tas-solvent mobbli u l-fazi stazzjonarja tal-
idrokarbouri hekk kif tigi ttrasportata tul il-kolonna mill-fazi mobbli. Is-sustanzi jinzammu fi proporzjon tal-
koeffi¢jent ta’ partizzjoni idrokarbur/ilma taghhom, b’sustanzi idrofili¢i elwiti l-ewwel u sustanzi lipofilici I-
ahhar. Il-hin ta’ zamma huwa deskritt mill-fattur ta’ kapacita k ikkalkolat bl-espressjoni:

k:tR_tO
to

fejn t, huwa l-hin ta’ zamma tas-sustanza tat-test, u t, huwa I-hin mejjet, jigifieri I-hin medju li molekula tas-
solvent tehtieg biex tghaddi mill-kolonna. Mhumiex mehtiega metodi analiti¢i kwantitattivi u hija mehtiega biss
id-determinazzjoni tal-hinijiet ta’ Zamma.

8.  Il-koeffigjent tal-partizzjoni tal-ottanol/ilma ta’ sustanza tat-test jista’ jigi kkalkolat billi jigi ddeterminat b’'mod
sperimentali |-fattur tal-kapacita k tieghu fejn imbaghad jiddahhal k fl-ekwazzjoni li gejja:

logP,, =a+b xlogk
fejn
a,b = koeffi¢jenti ta’ rigressjoni lineari.

L-ekwazzjoni ta’ hawn fuq tista’ tinkiseb bir-rigressjoni lineari tal-log tal-koeffi¢jenti ta’ partizzjoni ottanol/ilma
tas-sustanzi ta’ referenza kontra l-log tal-fatturi ta’ kapacita tas-sustanzi ta’ referenza.

9.  Il-metodu HPLC ffazi inversa jippermetti li jigu stmati I-koeffi¢jenti ta’ partizzjoni fil-medda tal-log P bejn 0
u 6, izda jista’ jigi estiz biex ikopri I-medda tal-log P__ bejn 6 u 10 fkazijiet eccezzjonali. Dan jaf ikun jehtieg li
tigi mmodifikata I-fazi mobbli (3). II-metodu mhuwiex applikabbli ghal acidi u bazijiet b’sahhithom, kumplessi
tal-metalli, sustanzi li jkollhom reazzjoni mal-elwent, jew agenti tensjoattivi. Il-mizuri jistghu jitwettqu fuq
sustanzi jonizzabbli fil-forma mhux jonizzata taghhom (acidu hieles jew bazi hielsa) biss permezz ta’ bafer
xieraq b’pH taht il-pK, ghal acidu hieles jew iktar mill-pK, ghal bazi hielsa. Inkella, il-metodu metriku tal-pH
ghall-ittestjar ta’ sustanzi jonizzabbli (6) jista’ jitqieghed ghad-dispozizzjoni u jista’ jintuza bhala metodu
alternattiv (6). Jekk il-valur tal-log P_ jigi ddeterminat ghall-uzu fi klassifikazzjoni tal-perikli tal-ambjent jew
fvalutazzjoni tar-riskju ambjentali, it-test ghandu jitwettaq fil-medda ta’ pH rilevanti ghall-ambjent naturali,
jigifieri fil-medda tal-pH ta’ 5,0 - 9.

10. Fxi kazijiet, l-impuritajiet jistghu jaghmlu l-interpretazzjoni tar-rizultati difficli minhabba l-incertezza fl-
assenjazzjonijiet tal-oghla livelli. Ghal tahlitiet li jirrizultaw ffaxxa mhux rizolta, ghandhom jigu rrapportati l-
limiti superjuri u inferjuri tal-log P, u I- % taz-zona tal-oghla livelli tal-log P, kollha. Ghal tahlitiet li huma
gruppi ta’ omologi, ghandu jigi ddikjarat ukoll il-log P, medju ppezat (7), ikkalkolat abbazi ta’ valuri P, unici
u l-valuri korrispondenti tal- % taz-zona (8). L-oghla livelli kollha li jikkontribwixxu ghal zona ta’ 5 % jew iktar
ghaz-zona totali tal-oghla livell ghandhom jitgiesu fil-kalkolu (9):

>_,(log Pyyi)(area %) > (log P,,:)(area %;)
ighted log Ppy = = = ‘
weighted average log P, total peak area % > area%

Il-log P,, medju mwiezen huwa validu biss ghal sustanzi jew tahlitiet (ez. zjut twal) li jikkonsistu fomologi (ez.
serje ta’ alkani). It-tahlitiet jistghu jitkejlu b’rizultati sinifikanti, sakemm ir-rilevatur analitiku uzat ikollu l-istess
sensittivita ghas-sustanzi kollha fit-tahlita u jistghu jigu rizolti b’'mod adegwat.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA TAT-TEST

11. Il-kostant ta’ disso¢jazzjoni, il-formula strutturali, u s-solubbilta fil-fazi mobbli ghandhom ikunu maghrufin
gabel jintuza I-metodu. Barra minn hekk, informazzjoni dwar l-idrolozi tkun utli.
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12.

13.

14.

15.

KRITERJI TAL-KWALITA

Sabiex tizdied il-kunfidenza fil-kejl, ghandhom isiru determinazzjonijiet doppji.

— Ripetibbilta: [l-valur tal-log P, minn kejliet ripetuti li jittiehdu fkundizzjonijiet identi¢i u permezz tal-istess
sett ta’ sustanzi ta’ referenza ghandu jaqa’ fi hdan medda ta’ £ 0,1 tal-unitajiet tal-log.

— Riproducibbilta: Jekk il-kejliet jigu ripetuti b'sett ta’ sustanzi ta’ referenza differenti, ir-rizultati jaf ivarjaw.
Generalment, il-koeffi¢jent ta’ korrelazzjoni R ghar-relazzjoni bejn il-log k u I-log P, ghal sett ta’ sustanzi
tat-test huwa ta’ madwar 0,9, li jikkorrispondi ghal koeffi¢jent ta’ partizzjoni ottanol/ilma tal-log P, * 0,5
unitajiet tal-log.

It-test tal-tqabbil bejn il-laboratorji wera li bil-metodu HPLC, il-valuri tal-log P_ jistghu jinkisbu sa fi hdan
t 0,5 unitajiet tal-valuri tal-Flask tat-Thezziz (2). Paraguni ohra jistghu jinstabu fid-dokumentazzjoni (4)(5)(10)
(11)(12). Graffs ta’ korrelazzjoni bbazati fuq sustanzi ta’ referenza strutturalment relatati jaghtu l-iktar rizultati
precizi (13).

SUSTANZI TA’ REFERENZA

Sabiex il-fattur tal-kapacita k imkejjel jigi kkorrelat mal-P , tieghu, irid jigi stabbilit graff ta’ kalibrazzjoni
permezz ta’ mill-angas 6 punti (ara l-paragrafu 24). Huwa fidejn l-utent li jaghzel is-sustanzi ta’ referenza
xierqa. Normalment is-sustanzi ta’ referenza ghandu jkollhom valuri tal-log P__ li jinkludu l-log P_ tas-sustanza
tat-test, jigifieri tal-inqas sustanza ta’ referenza wahda ghandu jkollha P, oghla minn dak tas-sustanza tat-test,
u ohra P, inqas minn dak tas-sustanza tat-test. L-estrapolazzjoni ghandha tintuza biss fkazijiet eccezzjonali.
Idealment dawn is-sustanzi ta’ referenza jkunu strutturalment relatati mas-sustanza tat-test. Il-valuri tal-log P,
tas-sustanzi ta’ referenza uzati ghall-kalibrazzjoni ghandhom ikunu bbazati fuq dejta sperimentali affidabbli.
Madankollu, ghal sustanzi blog P, gholi (generalment iktar minn 4), jistghu jintuzaw il-valuri kkalkolati
sakemm ma tkunx disponibbli dejta sperimentali affidabbli. Jekk jintuzaw valuri estrapolati, ghandu jigi
kkwotat valur ta’ limitu.

Huma disponibbli listi estensivi ta’ valuri tal-log P ghal hafna gruppi ta’ sustanzi kimici (14)(15). Jekk dejta
dwar il-koefficjent ta’ partizzjoni tas-sustanzi strutturalment relatati ma tkunx disponibbli, tista’ tintuza
kalibrazzjoni iktar generali, stabbilita b’sustanzi ta’ referenza ohra. Sustanzi ta’ referenza rakkomandati u I-
valuri P, taghhom huma elenkati fit-Tabella 1. Ghal sustanzi jonizzabbli, il-valuri moghtija japplikaw ghall-
forma mhux jonizzata. Il-valuri kienu c¢cekkjati ghall-plawzibbilta u l-kwalita matul it-test ta’ tqabbil bejn il-
laboratorji.

Tabella 1

Sustanzi ta’ referenza rakkomandati

Numru CAS Sustanza ta’ referenza log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanon 0,3
(Metiletilketon)

2 1122-54-9 4-Acetilpiridina 0,5

3 62-53-3 Anilinea 0,9

4 103-84-4 Acetanilid 1,0

5 100-51-6 Alkohol benziliku 1,1

6 150-76-5 4-Metossifenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Acidu fenossiacetiku 1,4 pKa = 3,12
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Numru CAS Sustanza ta’ referenza log P, pKa
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitril 1,6
11 140-29-4 Fenilacetonitril 1,6
12 589-18-4 Alkohol 4-metilbenzil 1,6
13 98-86-2 Acetofenon 1,7
14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 Acidu 3-nitrobenzojku 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Kloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzen 1,9
18 104-54-1 Alkohol ta¢-¢innamil 1,9
(Alkohol ¢innamiku)

19 65-85-0 Acidu benzojku 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-Krezol 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Acidu ¢innamiku 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anizol 2,1
23 93-58-3 Metilbenzoat 2,1
24 71-43-2 Benzen 2,1
25 99-04-7 Acidu 3-metilbenzojku 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Klorofenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trikloroetilen 2,4
28 1912-24-9 Atrazina 2,6
29 93-89-0 Benzoat tal-etil 2,6
30 1194-65-6 2,6-Diklorobenzonitril 2,6
31 535-80-8 Acidu 3-klorobenzojku 2,7 pKa = 3,82
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Numru CAS Sustanza ta’ referenza log P, pKa
32 108-88-3 Toluwen 2,7
33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dikloroanilina 2,8
35 108-90-7 Klorobenzen 2,8
36 1746-13-0 Eter tal-fenil tal-allil 2,9
37 108-86-1 Bromobenzen 3,0
38 100-41-4 Etilbenzen 3,2
39 119-61-9 Benzofenon 3,2
40 92-69-3 4-Fenilfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timol 3,3
42 106-46-7 1,4-Diklorobenzen 3,4
43 122-39-4 Difenilamina 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naftalen 3,6
45 93-99-2 Fenilbenzoat 3,6
46 98-82-8 Isopropilbenzen 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Triklorofenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenil 4,0
49 120-51-4 Benzilbenzoat 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sek-butilfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Triklorobenzen 42
52 143-07-7 Acidu dodekanojku 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Etere tad-difenil 42
54 85-01-8 Fenantren 4,5
55 104-51-8 n-Butilbenzen 4,6
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Numru CAS Sustanza ta’ referenza log P, pKa
56 103-29-7 Dibenzil 4,8
57 3558-69-8 2,6-Difenilpiridina 4,9
58 206-44-0 Fluworanten 5,1
59 603-34-9 Trifenilamina 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

DESKRIZZ]JONI TAL-METODU
Stima preliminari tal-koeffi¢jenti ta’ partizzjoni

16. Jekk ikun hemm bzonn, il-koeffi¢jent ta’ partizzjoni tas-sustanza tat-test jista’ jigi stmat idealment permezz ta’
metodu ta’ kalkolu (ara l-Appendici, jew fejn ikun xieraq, permezz tal-proporzjon tas-solubbilta tas-sustanza
tat-test fis-solventi puri.

Apparat

17. Huwa mehtieg kromatografu b'fazi likwida mghammar b’pompa b’ritmu baxx u sistema ta’ detezzjoni xierqa.
Huwa applikabbli rilevatur tal-UV, li juza tul ta’ mewga ta’ 210 nm, jew rilevatur tal-RI ghal varjeta wiesgha ta’
gruppi ta’ sustanzi kimici. Il-prezenza ta’ gruppi polari fil-fazi stazzjonarja tista’ serjament ixxekkel il-
prestazzjoni tal-kolonna HPLC. Ghalhekk, il-fazijiet stazzjonarji ghandu jkollhom percentwal minimu ta’ gruppi
polari (16). Jista’ jintuza ppakkjar ffazi inversa tal-mikropartikulati kummer¢jali jew kolonni ppakkjati bil-lest.
Tista’ titqieghed kolonna ta’ Iqugh bejn is-sistema ta’ injezzjoni u l-kolonna analitika.

Fazi mobbli

18. Jintuzaw metanol tal-grad HPLC u ilma dejonizzat jew distillat biex jithejja s-solvent ta’ eluzjoni, li jitnehhielu 1-
gass qgabel jintuza. Ghandha tintuza eluzjoni isokratika. Ghandhom jintuzaw proporzjonijiet ta’ metanol/ilma
bkontenut minimu ta’ ilma ta’ 25 %. Generalment tahlita ta’ 3:1 (v/v) metanolfilma hija sodisfacenti ghall-
eluzjoni ta’ sustanzi bllog P ta’ 6 fi zmien siegha, b'rata ta’ fluss ta’ 1 ml/min. Ghal sustanzi b’log P ikbar
minn 6, jaf ikun hemm bzonn li jitqassar il-hin ta’ eluzjoni (u dawk tas-sustanzi ta’ referenza) billi titnaqqas il-
polarita tal-fazi mobbli jew it-tul tal-kolonna.

19. Is-sustanza tat-test u s-sustanzi ta’ referenza ghandhom ikunu solubbli fil-fazi mobbli fkoncentrazzjoni
sufficjenti li tippermetti d-detezzjoni taghhom. Jistghu jintuzaw addittivi mat-tahlita ta’ metanol/ilma fkazijiet
eccezzjonali biss, peress li dawn jibdlu l-proprjetajiet tal-kolonna. Fdawn il-kazijiet, ghandu jigi kkonfermat li I-
hin ta’ Zamma tas-sustanzi tat-test u ta’ referenza mhumiex influwenzati. Jekk it-tahlita ta’ metanol/ilma ma
tkunx xierqa, jistghu jintuzaw tahlitiet ta’ solvent/ilma organici ohrajn, ez. etanol/ilma, acetonitrilfilma jew
isopropil alkohol (2-propanol)/ilma.

20. Il-pH tal-elwent huwa essenzjali ghal sustanzi jonizzabbli. Ghandu jkun fi hdan il-medda pH operattiva tal-
kolonna, generalment bejn 2 u 8. Huwa rakkomandat ibbaferjar. Ghandha tinghata attenzjoni biex jigu evitati
precipitazzjoni tal-melh u tgharriq tal-kolonna li jsehhu b’xi tahlitiet tal-fazi/bafer organici. Il-kejliet tal-HPLC
bfazijiet stazzjonari bbazati fuq is-silicju b’pH oghla minn 8 normalment mhumiex rakkomandati peress li I-
uzu ta’ fazi mobbli alkalina tista’ tikkawza tgharriq fil-prestazzjoni tal-kolonna.

Soluti

21. Is-sustanzi tat-test u ta’ referenza ghandhom ikunu kemm jista’ jkun puri bizzejjed sabiex jigu assenjati l-oghla
livelli fil-kromatogrammi ghas-sustanzi rispettivi. Is-sustanzi li ghandhom jintuzaw ghall-finijiet tal-ittestjar jew
il-kalibrazzjoni jinhallu fil-fazi mobbli jekk ikun possibbli. Jekk solvent minbarra l-fazi mobbli jintuza biex iholl
is-sustanzi tat-test u ta’ referenza, il-fazi mobbli ghandha tintuza ghad-dilwizzjoni finali qabel l-injezzjoni.
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Kundizzjonijiet tat-test

22. It-temperatura matul il-kejl ma ghandhiex tvarja b’aktar minn + 1 °C.

Determinazzjoni tal-hin mejjet t,

23. Il-hin mejjet t, jista’ jitkejjel permezz ta’ sustanzi organi¢i mhux mizmuma (ez. tjourea jew formamid). Jista’ jigi
derivat hin mejjet iktar preciz mill-hinijiet ta’ Zamma mkejla jew sett ta’ madwar seba’ membri ta’ serje
omologa (ez. n-alkil metil ketoni) (17). Il-hinijiet ta’ zamma t, (n. + 1) jigu pplottjati mat-t; (n), fejn n. huwa
n-numru ta’ atomi tal-karbonju. Tinkiseb linja dritta, t; (n. + 1) = A t, (ny) + (1 — A)t,, meta A, li tirrapprezenta
k(n + 1)/k(n), tkun kostanti. Il-hin mejjet t, jinkiseb mill-intercett (1 — A)t, u l-gradjent A.

Ekwazzjoni ta’ Rigressjoni

24. Il-pass li jmiss huwa li tigi pplottjata korrelazzjoni ta’ log k ma’ log P ghal sustanzi ta’ referenza xierqa b’valuri
log P qrib il-valur mistenni ghas-sustanza tat-test. Fil-prattika, jigu injettati minn 6 sa 10 sustanzi ta’ referenza
fl-istess hin. Il-perjodi ta’ zamma huma ddeterminati, preferibbilment fuq integratur ta’ registrazzjoni marbut
mas-sistema ta’ detezzjoni. Il-logaritmi korrispondenti tal-fatturi ta’ kapacita, log k, huma pplottjati bhala
funzjoni ta’ log P. L-ekwazzjoni ta’ rigressjoni titwettaq fintervalli regolari, tal-inqas darba kuljum, sabiex
jittiehed kont tal-bidliet possibbli fil-prestazzjoni tal-kolonna.

DETERMINAZZJONI TAL-P,, TAS-SUSTANZA TAT-TEST

25. Is-sustanza tat-test tigi injettata fl-izghar kwantitajiet traccabbli. I-hin ta’ zamma huwa ddeterminat darbtejn. II-
koeffi¢jent tal-partizzjoni tas-sustanza tat-test, jinkiseb bl-interpolazzjoni tal-fattur tal-kapacita kkalkolat fuq il-
graff tal-kalibrazzjoni. Ghal koeffi¢jenti ta’ partizzjoni baxxi hafna u gholja hafna, hija mehtiega estrapolazzjoni.
Spe¢jalment fdawn il-kazijiet, ghandha tinghata attenzjoni lil-limiti ta’ kunfidenza tal-linja ta’ rigressjoni. Jekk
il-hin ta’ Zamma tal-kampjun ma jaqax taht il-medda tal-hinijiet ta’ zamma miksuba ghall-istandards, ghandu
jigi kkwotat valur ta’ limitu.

DEJTA U RAPPORTAR
Rapport tat-test

26. Dan li gej ghandu jigi inkluz fir-rapport:

— jekk tkun iddeterminata, l-istima preliminari tal-koeffi¢jent tal-partizzjoni, il-valuri stmati u l-metodu uzat;
u jekk intuza metodu ta’ kalkolu, id-deskrizzjoni shiha tieghu inkluz l-identfikazzjoni tal-bazi ta’ dejta u
informazzjoni ddettaljata dwar l-ghazla tal-frammenti;

— is-sustanzi tat-test ta’ referenza: il-purita, il-formula strutturali u n-numru CAS,

— deskrizzjoni tat-taghmir u l-kundizzjonijiet operattivi: il-kolonna analitika, il-kolonna ta’ Iqugh,

— il-fazi mobbli, il-mezzi ta’ detezzjoni, il-medda tat-temperatura, il-pH;

— il-profili ta’ eluzjoni (kromatogrammi);

— il-hin mejjet u kif tkejjel;

— id-dejta u d-dokumentazzjoni dwar iz-zamma tal-valuri tal-log P ghal sustanzi ta’ referenza uzati fil-
kalibrazzjoni;

— dettalji dwar linja ta’ rigressjoni mdahhla (log k meta mqabbel ma’ log P_ ) u l-koeffi¢jent ta’ korrelazzjoni
tal-linja inkluzi l-intervalli ta’ kunfidenza;

— dejta ta’ zamma medja u valur tal-log P interpolat ghas-sustanza tat-test;

— fil-kaz ta’ tahlita: il-kromatogramma tal-profil ta’ eluzjoni bil-valuri ta’ limitu indikati;
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— il-valuri tal-log P, relattivi ghall- % taz-zona tal-oghla livell ta’ P ;
— kalkolu permezz ta’ linja ta’ rigressjoni;

— valuri tal-log P, medji ppezati kkalkolati, fejn ikun xieraq.
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Appendici

Metodi ta’ kalkolu tal-P,

INTRODUZZJONI

1. Dan l-appendici jipprovdi introduzzjoni qasira ghall-kalkolu tal-P_ . Ghal iktar informazzjoni, il-qarrej ghandu
jirreferi ghall-kotba (1)(2).

2. Il-valuri kkalkolati tal-P , jintuzaw ghal:

— decizjoni dwar liema metodu sperimentali ghandu jintuza: Metodu tal-Flask Mhezzez ghal log P bejn — 2
u 4 u metodu HPLC ghal log P bejn 0 u 6;

— l-ghazla tal-kundizzjonijiet li ghandhom jintuzaw fl-HPLC (sustanzi ta’ referenza, proporzjon ta’ metanol/
ilma);

— il-verifika tal-plawzibbilta tal-valuri miksuba permezz ta’ metodi sperimentali;

— l-ghoti ta’ stima meta ma jkunux jistghu applikati metodi sperimentali.

Principju tal-metodi ta’ kalkolu

3. Il-metodi ta’ kalkolu ssuggeriti hawnhekk huma bbazati fuq il-frammentazzjoni teoretika tal-molekula fsottos-
trutturi xierqa ghal liema huma maghrufin zidiet fil-log P, affidabbli. ll-log P, jinkiseb billi l-valuri tal-
frammenti jizdiedu mat-termini ta’ korrezzjoni ghall-interazzjonijiet intramolekulari. Huma disponibbli listi ta’
kostanti frammentati u termini ta’ korrezzjoni (1)(2)(3)(4)(5)(6). Xi whud huma aggornati regolarment (3).

Affidabbilta tal-valuri kkalkolati

4. B'mod generali, l-affidabbilta tal-metodi ta’ kalkolu tonqos hekk kif tizdied il-kumplessita tas-sustanza studjata.
Fil-kaz ta’ molekuli sempli¢i b’piz molekulari baxx u b’grupp funzjonali wiched jew tnejn, wiched jista’ jistenna
devjazzjoni ta’ 0,1 sa 0,3 unitajiet ta’ log P, bejn ir-rizultati tal-metodi ta’ frammentazzjoni differenti u l-valuri
mkejla. Il-margni ta’ zball sejjer jiddependi fuq l-affidabbilta tal-kostanti tal-frammenti uzati, il-hila li jingharfu
l-interazzjonijiet intramolekulari (ez. ir-rabtiet tal-idrogenu) u l-uzu xieraq tat-termini ta’ korrezzjoni. Fil-kaz ta’
sustanzi jonizzanti, ic-¢arg u l-grad ta’ jonizzazzjoni ghandhom jittiehdu inkunsiderazzjoni (10).

Metodu Fujita-Hansch n
5. Il-kostant tas-sostitwent idrofobiku, m, introdott originarjament minn Fujita et al. (7) huwa ddefinit bhala:
"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

fejn PhX huwa derivattiv aromatiku u PhH huwa s-sustanza ewlenija.

ez. "Cl =log Pow (C,H,Cl) - log P (C,H,)
=284-213
> 0,71

[I-n-metodu huwa primarjament ta’ interess ghal sustanzi aromatic¢i. Huma disponibbli valuri-n ghal numru kbir
ta’ sostitwenti (4)(5).

Metodu Rekker

6. Permezz tal-metodu Rekker (8) il-valur tal-P , huwa kkalkolat bhala:

Log P,, = Z afi + Z (interaction terms)
j

i
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fejn a, huwa n-numru ta’ drabi li jsehh framment partikolari fil-molekula u f, huwa z-zieda fil-P,, tal-framment.
It-termini ta’ interazzjoni jistghu jigu espressi bhala multiplu integrali ta’ kostanti wiched C_, (I-hekk imsejjah
‘kostanti magiku’). Il-kostanti tal-framment f, u C_ gew iddeterminati minn lista ta’ 1 054 valur P_ sperimentali
ta’ 825 sustanza permezz ta’ analizi tar-rigressjoni tal-multipli (6)(8). Id-determinazzjoni tat-termini ta’
interazzjoni ssir skont regoli stabbiliti (6)(8)(9).

Metodu Hansch-Leo

7. Permezz tal-metodu Hansh u Leo (4), il-valur tal-log P, huwa kkalkolat bhala:
Log POW = Z aifi + Z b]F]
i j
fejn f; huwa kostant tal-framment, F; terminu ta’ korrezzjoni (fattur), a, u b; il-frekwenza korrispondenti tal-
okkorrenza. Lista ta’ valuri frammentali atomi¢i u tal-grupp tat-termini ta” korrezzjoni F, kienet idderivata

b'approssimazzjoni minn valuri P, sperimentali. It-termini tal-korrezzjoni tqassmu fdiversi klassijiet
differenti (1)(4). Il-pakketti tas-softwer gew zviluppati biex igisu r-regoli u t-termini ta’ korrezzjoni kollha (3).

METODU KKOMBINAT

8. Il-kalkolu tal-log P ta’ molekuli kumplessi jista’ jittejjeb b'mod konsiderevoli, jekk il-molekula tingasam
fsottostrutturi ikbar ghal liema jkunu disponibbli valuri log P affidabbli mit-tabelli (3)(4) jew minn mizuri
ezistenti. Imbaghad, it-tali frammenti (ez. eterocikli, antrakinon, azobenzen) jistghu jigu kkombinati mal-valuri
Hansch n jew mal-kostanti tal-frammenti ta’ Rekker jew Leo.

Rimarki

i) I-metodi ta’ kalkolu huma applikabbli biss ma’ sustanzi parzjalment jew kompletament jonizzati meta jitgiesu I-
fatturi ta’ korrezzjoni mehtiega.

ii) Jekk wiched jista’ jassumi l-ezistenza ta’ rabtiet tal-idrogenu intramolekulari, ghandhom jizdiedu t-termini ta’
korrezzjoni korrispondenti (madwar + 0,6 sa + 1,0 unitajiet ta’ log P_ ) (1). Indikazzjonijiet dwar il-prezenza ta’

ow/

tali rabtiet tista’ tinkiseb minn mudelli tridimensjonali jew dejta spektroskopika.
iii) Jekk ikunu possibbli diversi forom tawtomerici, l-iktar forma probabbli ghandha tintuza bhala 1-bazi tal-kalkolu.

iv) Ir-revizjonijiet tal-listi ta’ kostanti frammentati ghandhom jigu segwiti b’attenzjoni.
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(3) I-Kapitolu C.3 huwa sostitwit ma’ dan li gej:
“C.3. ALGA TAL-ILMA HELU U CJANOBATTER]JI, TEST TAL-INIBIZZJONI TAT-TKABBIR
INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tal-ittestjar (TG) 201 tal-OECD (2006, anness
korrett f-2011). Giet identifikata I-htiega li jigi estiz il-metodu ta’ ttestjar biex jinkludi specijiet addizzjonali u
jigi aggornat biex jissodisfa r-rekwiziti ghal valutazzjoni tal-periklu u l-klassifikazzjoni tas-sustanzi kimici. Din
ir-revizjoni tlestiet abbazi ta’ esperjenza prattika estensiva, progress xjentifiku fil-qasam tal-istudji tat-tossicita
algali, u uzu regolatorju estensiv, li sehh mill-adozzjoni originali.

2. F-Appendici 1 jinghataw id-definizzjonijiet uzati.

PRINCIPJU TAT-TEST

3. Ifini ta’ dan it-test huwa li jiddetermina l-effetti ta’ sustanza kimika fuq it-tkabbir tal-mikroalgi tal-ilma helu
ufjew i¢-¢janobatterji. Organizmi tal-ittestjiar li qeghdin jikbru esponenzjalment huma esposti ghas-sustanza
kimika tat-test fkulturi tal-lott fuq perjodu li normalment ikun ta’ 72 siegha. Minkejja d-durata relattivament
qasira tat-test, l-effetti fuq diversi generazzjonijiet jistghu jigu vvalutati.

4. Ir-rispons tas-sistema huwa t-tnaqgis fit-tkabbir fserje ta’ kulturi algali (unitajiet tal-ittestjar) esposti ghal diversi
koncentrazzjonijiet ta’ sustanza kimika tat-test. Ir-rispons huwa evalwat bhala funzjoni tal-konc¢entrazzjoni tal-
espozizzjoni meta mqabbel mat-tkabbir medju tar-replikat, kulturi tal-kontroll mhux esposti. Ghal espressjoni
shiha tar-rispons tas-sistema ghall-effetti tossi¢i (sensittivita ottimali), il-kulturi huma permessi tkabbir
esponenzjali illimitat fkundizzjonijiet ta’ nutrijenti sufficjenti u dawl kontinwu ghal perjodu twil bizzejjed ta’
zmien biex jitkejjel it-tnaqgis tar-rata ta’ tkabbir specifiku.

5. It-tkabbir u l-inibizzjoni tat-tkabbir huma kkwantifikati minn kejliet tal-bijjomassa algali bhala funzjoni taz-
zmien. Il-bijomassa algali hija ddefinita bhala l-piz xott skont il-volum, ez. algi/litri mg ta’ soluzzjoni tat-test.
Madankollu, il-piz xott huwa difficli biex jitkejjel u ghalhekk jintuzaw parametri sostituti. Minn dawn is-
surrogati, hafna drabi jintuza l-ghadd tac-celloli. Parametri ta’ surrogati ohra jinkludu I-volum ta¢-celloli, il-
fluworexxenza, id-densita ottika, ec¢. Ghandu jkun maghruf fattur ta’ konverzjoni bejn il-parametru sostitut
imkejjel u 1-bijomassa.

6. Dan il-punt ta’ tmiem l-ittestjar huwa l-inibizzjoni tat-tkabbir, espress bhala z-zieda logaritmika fil-bijjomassa
(rata ta’ tkabbir specifika medja) matul il-perjodu ta’ espozizzjoni. Mir-rati medji ta’ tkabbir specifiku rregistrati
fserje ta’ soluzzjonijiet tat-test, il-koncentrazzjoni li twassal ghal rata ta’ x % ta’ inibizzjoni specifika ta’ tkabbir
(ez. 50 %) hija ddeterminata u espressa bhala I-E,C_ (ez. E Cs,).

7. Rispons varjabbli addizzjonali uzat fdan il-metodu ta’ ttestjar huwa r-rendiment, li jista’ jkun mehtieg sabiex
jigu ssodisfati rekwiziti regolatorji specifici £xi pajjizi. Huwa ddefinit bhala l-bijomassa fi tmiem il-perjodu ta’
espozizzjoni neqes il-bijomassa fil-bidu tal-perjodu ta’ espozizzjoni. Mill-prodott registrat fserje ta’ soluzzjo-
nijiet tat-test, il-koncentrazzjoni ggib maghha x % specifikat ta’ rata ta’ inibizzjoni ta’ prodott (ez. 50 %)
determinata u espressa bhala I-E C, (ez. E,Cy).
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8. Barra minn hekk, jistghu jigu stabbiliti statistikament il-koncentrazzjoni bl-inqas effett osservat (LOEC) u I-
koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC).

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

9. Informazzjoni dwar is-sustanza kimika tat-test li jaf tkun siewja biex jigu stabbiliti -kundizzjonijiet tat-test
inkluzi I-formula strutturali, il-purita, l-istabbilta fid-dawl, l-istabbilta fil-kundizzjonijiet tat-test, il-proprjetajiet
ta’ assorbiment tad-dawl, il-pK,, u r-rizultati tal-istudji tat-trasformazzjoni li jinkludu l-bijodegradabilita fl-ilma.

10. Is-solubbilta fl-ilma, il-koeffi¢jent ta’ partizzjoni ottanolfilma (P, ) u l-pressjoni tal-fwar tas-sustanza kimika tat-
test ghandha tkun maghrufa u ghandu jkun disponibbli metodu vvalidat ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza
kimika fis-soluzzjonijiet tat-test b'effi¢jenza tal-irkupru rrapportata u limitu ta’ detezzjoni.

VALIDITA TAT-TEST

11. Biex it-test ikun validu, ghandhom jigu ssodisfati I-kriterji ta’ prestazzjoni li gejjin:

— Il-bijomassa fil-kulturi tal-kontroll ghandhom ikunu Zdiedu b'mod esponenzjali b’fattur ta’ mill-anqas
16 fi Zmien il-perjodu ta' ttestjar ta’ 72 siegha. Din tikkorrispondi ghal rata ta’ tkabbir specifika ta’
0,92 gurnata- . Ghall-ispecijiet uzati l-iktar frekwentement, ir-rata ta’ tkabbir generalment tkun sostanz-
jalment oghla (ara l-Appendici 2). Dan il-kriterju jaf ma jigix sodisfatt meta jintuzaw specijiet li jikbru iktar
bil-mod minn dawk elenkati fl-Appendi¢i 2. Fdan il-kaz, il-perjodu tal-ittestjar ghandu jigi estiz biex
jinkiseb tal-inqas tkabbir 16-il darba ikbar fil-kulturi tal-kontroll, filwaqt li t-tkabbir ghandu jkun
esponenzjali matul il-perjodu tal-ittestjar. Il-perjodu tal-ittestjar jista’ jitqassar ghal tal-inqas 48 siegha biex
jinzamm tkabbir illimitat u esponenzjali matul it-test sakemm jintlahaq il-fattur ta’ multiplikazzjoni minimu
ta’ 16.

— Il-koeffi¢jent medju tal-varjazzjoni ghal rati ta’ tkabbir specifici skont is-sezzjoni (jiem 0-1, 1-2 u 2-3, ghal
testijiet ta’ 72 siegha) fil-kulturi ta’ kontroll (Ara l-Appendici 1 taht ‘koeffi¢jent ta’ varjazzjoni’) ma ghandux
jagbez il-35 %. Ara l-paragrafu 49 ghall-kalkolu tar-rata ta’ tkabbir specifika skont is-sezzjoni. Dan il-
kriterju japplika ghall-valur medju tal-koeffi¢jenti ta’ varjazzjoni kkalkolati ghall-kulturi tal-kontroll
irreplikati.

— Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni tar-rati ta’ tkabbir specifici medji matul il-perjodu tal-ittestjar kollu fil-kulturi ta’
kontroll tar-repliki ma ghandux jagbez 7 % fit-testijiet b’Pseudokirchneriella subcapitata u Desmodesmus
subspicatus. Ghal specijiet ohrajn ittestjati inqgas spiss, il-valur ma ghandux jagbez I-10 %.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

12. Is-sustanza (jew sustanzi) ta’ referenza bhal 3,5-diklorofenol uzata fir-ringtest internazzjonali (1), tista’ tigi
ttestjata bhala mezz ta’ vverifikar tal-procedura tal-ittestjar. Id-dikromat tal-potassju jista’ jintuza bhala sustanza
kimika ta’ referenza ghal alga hadra wkoll. Idealment tigi ttestjata sustanza kimika ta’ referenza mill-anqas
darbtejn fis-sena.

APPLIKABBILTA TAT-TEST

13. Dan il-metodu ta’ ttestjar iktar facli jigi applikat ghal sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma Ii, fil-kundizzjonijiet tat-
test, aktarx li jibqghu fl-ilma. Ghall-ittestjar tas-sustanzi kimici li huma volatili, adsorbenti hafna, ikkuluriti,
b’solubbilta baxxa fl-ilma jew sustanzi kimici li jistghu jaffettwaw id-disponibbilta ta’ nutrijenti jew minerali fil-
midjum tat-test, jistghu jkunu mehtiega certi modifiki tal-procedura deskritta (ez. sistema maghluqa,
kundizzjonar tar-recipjent tat-test). Hija pprovduta gwida dwar xi modifiki xierqa £(2) (3) u (4).

DESKRIZZJONI TAL-METODU TA’ TTESTJAR
Apparat

14. Ir-recipjenti tat-test u apparat iehor li sejrin jigu fkuntatt mas-soluzzjonijiet tat-test ghandhom ikunu
maghmula kompletament mill-hgieg jew materjal kimikament inerti ichor. L-oggetti ghandhom jinhaslu sew
biex jigi zgurat li ebda kontaminant organiku jew inorganiku ma jinterferixxi mat-tkabbir tal-alga jew il-
kompozizzjoni tas-soluzzjonijiet tat-test.
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15. Ir-recipjenti tat-test normalment ikunu fliexken tal-hgieg b’gisien li jippermettu volum suffi¢jenti ta’ kultura
ghall-kejliet matul it-test u trasferiment suffi¢jenti ta’ massa ta’ CO, mill-atmosfera (ara l-paragrafu 30). Ta’ min
jinnota li I-volum tal-likwidu ghandu jkun bizzejjed ghal determinazzjonijiet analiti¢i (ara l-paragrafu 37).

16. Barra minn hekk, jaf ikun mehtieg it-taghmir li gej jew kollu kemm hu:

— Apparat tal-kultura: huwa rakkomandat armadju jew kompartiment, fejn tista’ tinzamm it-temperatura ta’
inkubazzjoni maghzula fi + 2 °C.

— Strumenti ta’ kejl hfief: ta’ min jghid li I-metodu ta’ kejl tal-intensita tad-dawl, u b’'mod partikolari t-tip ta’
ricettur (kollettur), jista’ jaffettwa l-valur imkejjel. Idealment, il-kejliet ghandhom isiru permezz ta’ ricettur
(4 m) sferiku (li jirrispondi ghal dawl dirett u rifless mill-angoli kollha 1 fuq u taht il-pjan tal-kejl), jew
ricettur m 2 (li jirrispondi ghad-dawl mill-angoli kollha 'l fuq mill-pjan tal-kejl).

— Apparat biex tigi ddeterminata I-bijomassa algali. L-ghadd tac-celloli, li huwa l-iktar parametru sostitut uzat
spiss ghall-bijomassa algali, jista’ jsir permezz ta’ kontantur elettroniku tal-particelli, mikroskopju b’kompar-
timent tal-ghadd, jew citometru tal-fluss. Surrogati tal-bijomassa ohrajn jistghu jitkejlu permezz ta’
¢itometru tal-fluss, fluworimetru, spettrofotometru jew kulurimetru. Fattur ta’ konverzjoni li jirrelata 1-
ghadd ta’ ¢elloli mal-piz xott huwa siewi ghall-kalkolu. Sabiex jigu pprovduti mizuri siewja fkoncentrazzjo-
nijiet baxxi tal-bijomassa meta jintuza spettrofotometru, jaf ikun mehtieg li jintuzaw kuvetti b’passagg tad-
dawl ta’ mill-angas 4 cm.

Organizmi tat-test

17. Jistghu jintuzaw diversi specijiet ta’ mikroalgi li ma jaggregawx u ¢janobatterji. Intwera li r-razez elenkati fl-
Appendic¢i 2 huma xierqa bil-procedura tal-ittestjar specifikata fdan il-metodu ta’ ttestjar.

18. Jekk jintuzaw specijiet ohrajn, ghandha tigi rrapportata r-razza ufjew l-origini. Ikkonferma li t-tkabbir
esponenzjali tal-alga tat-test maghzula tista’ tinzamm matul il-perjodu ta’ ttestjar fil-kundizzjonijiet eZistenti.

Midjum ta’ tkabbir

19. Huma rakkomandati Zewg midjums ta’ tkabbir alternattivi, il-midjum tal-AAP u I-OECD u. Il-kompozizzjonijiet
ta’ dawn il-midjums huma indikati fl-Appendic¢i 3. Kun af Ii l-valur tal-pH inizjali u l-kapacita ta’ bbaferjar (li
tirregola z-zieda fil-pH) taz-zewg midjums huma differenti. Ghalhekk, ir-rizultati tat-testijiet jaf ikunu differenti
skont il-midjum uzat, b’'mod partikolari meta jigu ttestjati sustanzi kimici jonizzanti.

20. Jaf tkun mehtiega modifika tal-midjums ta’ tkabbir ghal certi finijiet, ez. meta jigu ttestjati metalli u agenti
kelanti jew meta jsir ittestjar fvaluri tal-pH differenti. L-uzu ta’ midjum immodifikat ghandu jigi deskritt fid-
dettall u ggustifikat (3) (4).

Koncentrazzjoni tal-bijomassa inizjali

21. Il-bijomassa inizjali fil-kulturi tat-test ghandha tkun l-istess fil-kulturi tat-test kollha u baxxa bizzejjed biex
tippermetti tkabbir esponenzjali matul il-perjodu ta’ inkubazzjoni kollu minghajr ir-riskju ta’ tnaqqis fin-
nutrijenti. Il-bijomassa inizjali ma ghandhiex tagbez iz-0,5 mg/l bhala piz xott. Huma rakkomandati I-
koncentrazzjonijiet ta’ celloli inizjali li gejjin:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 103 — 10+ ¢elloli/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 103 ¢ellolijml
Navicula pelliculosa 104 ¢elloli/ml
Anabaena flos-aquae 104 celloli/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 10° celloli/ml
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Koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test

22. Il-medda tal-koncentrazzjoni li fiha l-effetti xaktarx li jsehhu hija determinata fuq il-bazi tar-rizultati mit-
testijiet tas-sejbien tal-medda. Ghat-test finali definittiv, ghandhom jintghazlu tal-inqas hames koncentrazz-
jonijiet, irrangati fserje geometrika b'fattur li ma jagbizx it-3.2. Ghal sustanzi kimici tat-test li juru kurva
koncentrazzjoni rispons stabbli, jista’ jkun iggustifikat fattur oghla. Idealment, is-serje ta’ koncentrazzjoni
ghandha tkopri I-medda li tikkawza inibizzjoni ta’ 5-75 % tar-rata ta’ tkabbir tal-alga.

Repliki u kontrolli

23. Id-disinn tat-test ghandu jinkludu tliet repliki fkull konc¢entrazzjoni tat-test. Jekk ma jkunx mehtieg li tigi
ddeterminata I-NOEC, id-disinn tat-test jista’ jinbidel biex jizdied in-numru ta’ koncentrazzjonijiet u jitnagqgas
in-numru ta’ repliki ghal kull kon¢entrazzjoni. In-numru ta’ repliki tal-kontroll ghandu jkun tal-ingas tlieta, u
idealment ghandu jkun id-doppju tan-numru ta’ repliki uzati ghal kull koncentrazzjoni tat-test.

24. Jista’ jithejja sett separat ta’ soluzzjonijiet tat-test ghal determinazzjonijiet analitici tal-koncentrazzjonijiet tas-
sustanzi kimici tat-test (ara l-paragrafi 36 u 38).

25. Meta jintuza solvent biex tinhall is-sustanza kimika tat-test, kontrolli addizzjonali li fihom is-solvent fl-istess
koncentrazzjoni kif uzat fil-kulturi tat-test ghandhom jigu inkluzi fid-disinn tat-test.

Thejjija tal-kultura tal-inokulu

26. Sabiex l-alga tal-ittestjar tigi adattata ghall-kundizzjonijiet tat-test u jigi Zgurat li l-algi huma ffazi ta’ tkabbir
esponenzjali meta jintuzaw biex jinokulaw is-soluzzjonijiet tat-test, tithejja kultura tal-inokulu fil-midjum tat-
test bejn jumejn u 4 ijiem gabel jibda t-test. Il-bjjomassa algali ghandha tigi aggustata sabiex tippermetti li jkun
hemm tkabbir esponenzjali fil-kultura tal-inokulu sakemm jibda t-test. Inkuba l-kultura tal-inokulu fl-istess
kundizzjonijiet bhall-kulturi tat-test. Kejjel iz-zieda fil-bijomassa fil-kultura tal-inokulu biex tizgura li t-tkabbir
huwa fi hdan il-medda normali ghar-razza tal-ittestjar fkundizzjonijiet ta’ kulturi. Ezempju tal-procedura ghall-
kulturi algali huwa deskritt fl-Appendici 4. Biex jigu evitati divizjonijiet ta’ celloli sinkroni¢i matul it-test jaf
ikun mehtieg pass ichor ta’ propagazzjoni tal-kultura tal-inokulu.

Thejjija tas-soluzzjonijiet tat-test

27. Is-soluzzjonijiet tat-test kollha ghandu jkun fihom l-istess koncentrazzjonijiet tal-midjum ta’ tkabbir u I-
bijomassa inizjali tal-alga tat-test. Is-soltu, is-soluzzjonijiet tat-test tal-koncentrazzjonijiet maghzulin jithejjew
billi tithallat soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat-test b'midjum ta’ tkabbir u kultura tal-inokulu. Is-
soluzzjonijiet ewlenin normalment jithejjew billi s-sustanza kimika tithalla tinhall fil-midjum tat-test.

28. Jistghu jintuzaw solventi, bhal aceton, alkohol t-butil u dimetil formamid bhala portaturi sabiex jizdiedu
sustanzi kimici b’solubbilta baxxa mal-midjum tat-test (2)(3). Il-koncentrazzjoni ta’ solvent ma ghandhiex
tagbez il-100 pl/l, u l-istess koncentrazzjoni ta’ solvent ghandha tizdied mal-kulturi kollha (inkluz il-kontrolli)
fis-serje tat-test.

Inkubazzjoni

29. Aghtti r-recipjenti tat-test b'tappijiet i tghaddi l-arja minnhom. Ir-recipjenti jithezzu u jitqieghdu fl-apparat tal-
kulturi. Matul it-test huwa mehtieg li l-algi jinzammu f'sospensjoni u sabiex tiffacilita trasferiment ta’ CO,. Ghal
dan il-ghan, ghandek thezzez jew thawwad b’'mod konsistenti. Il-kulturi ghandhom jinzammu ftemperatura fil-
medda ta’ 21 sa 24 °C, ikkontrollati £+ 2 °C. Ghal specijiet ghajr dawk elenkati fl-Appendici 2, ez. specijiet
tropikali, jaf ikunu xierqa temperaturi oghla, sakemm jistghu jigu ssodisfati l-kriterji ta’ validita. Huwa
rakkomandat li I-flasks jitqieghdu b'mod kazwali u li jergghu jigu pozizzjonati mill-gdid kuljum fl-inkubatur.

30. I-pH tal-midjum ta’ kontroll ma ghandux jizdied b’aktar minn 1,5 unitajiet matul it-test. Ghal metalli u
sustanzi kimici li parzjalment jonizzaw b’pH madwar il-pH tat-test, jista’ jkun mehtieg i jigi limitat it-tifrix tal-
pH biex jinkisbu rizultati riproducibbli u ddefiniti sew. Differenza ta’ < 0,5 pH unita hija teknikament fattibbli
u tista’ tigi miksuba billi tigi Zgurata rata ta’ trasferiment ta’ massa ta’ CO, adegwata mill-arja tal-madwar tas-
soluzzjoni tat-test, ez. billi tizdied ir-rata tac-caqlieq. Possibilita ohra hija li titnagqas id-domanda ghal CO, billi
titnaqqas il-bijomassa tal-bidu jew it-tul tat-test.
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31. I-wicc fejn il-kulturi huma inkubati ghandu jinghata illuminazzjoni fluworexxenti, uniformi, kontinwa, ez. tat-
tip ‘cool-white’ jew ‘daylight’. Razez ta’ algi u ¢janobatterji jvarjaw fir-rekwizti tad-dawl taghhom. L-intensita
tad-dawl ghandha tintghazel biex taddatta ghall-organizmu tat-test uzat. Ghal specijiet rakkomandati ta’ algi
hodor, aghzel l-intensita tad-dawl fil-livell tas-soluzzjonijiet tat-test mill-medda ta’ 60-120 pE - m~ 2 s~ ! meta
titkejjel fil-medda ta’ tul ta’ mewga fotosintetikament effikaci ta’ 400 — 700 nm permezz ta’ ricettur xieraq. Xi
specijiet, b'mod partikolari Anabaena flos-aquae, jikbru sew fintensitajiet tad-dawl iktar baxxi u jaf issirilhom
hsara fintensitajiet gholja. Ghal dawn l-ispeci ghandha tintghazel intensita ta’ dawl medja fl-isfera ta’
40-60 pE - m~? - s~ 1. (Ghal strumenti ta’ kejl tad-dawl ikkalibrati fil-lux, medda ekwivalenti ta’ 4 440 — 8 880
lux ghal dawl cool white tikkorrispondi bejn wiehed u iehor ghall-intensita tad-dawl rakkomandata 60-120
pE - m- 2 - s~ 1). Zomm l-intensitd tad-dawl fi hdan + 15 % mill-intensita tad-dawl medja fuq iz-zona tal-
inkubazzjoni.

Durata tat-test

32. Normalment it-test jiechu 72 siegha. Madankolly, jistghu jintuzaw durati tat-test igsar jew itwal diment li jigu
ssodisfati I-kriterji ta’ validita kollha fil-paragrafu 11.

Kejl u determinazzjonijiet analitici

33. Il-bijjomassa algali fkull flask hija ddeterminata tal-inqas kuljum matul il-perjodu tal-ittestjar. Jekk isiru mizuri
fuq volumi zghar imnehhija mis-soluzzjoni tat-test bil-pipetta, dawn ma ghandhomx jigu ssostitwiti.

34. Tl-kejl tal-bijomassa jsir bl-ghadd manwali tac-Celloli minn mikroskopju jew apparat elettroniku li jghodd il-
particelli (minn ghadd tac-cellolifjew bijovolum). Jistghu jintuzaw tekniki alternattivi, ez. ¢itometrija tal-fluss,
fluworexxenza klorofilljana in vitro jew in vivo (5) (6), jew densita ottika jekk tista’ tintwera korrelazzjoni
sodisfacenti tul il-medda ta’ bijomassa li ssehh fit-test.

35. Kejjel il-pH tas-soluzzjonijiet fil-bidu u fl-ahhar tat-test.

36. Sakemm tkun disponibbli procedura analitika ghad-determinazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fil-medda tal-
koncentrazzjoni uzata, is-soluzzjonijiet tat-test ghandhom jigu analizzati biex jigu vverifikati l-koncentrazz-
jonijiet u z-zamma inizjali tal-koncentrazzjonijiet tal-espozizzjoni matul it-test.

37. Analizi tal-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test fil-bidu u fl-ahhar tat-test tat-test ta’ koncentrazzjoni gholja u
baxxa, u koncentrazzjoni madwar il-mistennija ECs, tista’ tkun suffi¢jenti fejn x’aktarx il-koncentrazzjonijiet
esposti jvarjaw inqas minn 20 % mill-valuri nominali matul it-test. Hija rakkomandata analizi tal-koncentrazz-
jonijiet tat-test kollha fil-bidu u fi tmiem tat-test, meta ma jkunx probabbli li I-koncentrazzjonijiet jibqghu fi
hdan it-80-120 % tal-koncentrazzjoni nominali. Ghal sustanzi kimici tat-test volatili, mhux stabbli, adsorbenti
hafna huma rakkomandati kampjuni addizzjonali ghall-analizi fintervalli ta’ 24 siegha matul il-perjodu ta’
espozizzjoni sabiex jigi ddefinit ahjar it-telf tas-sustanza kimika tat-test. Ghal dawn is-sustanzi kimici, jaf ikunu
mehtiega repliki Zejda. Fil-kazijiet kollha, id-determinazzjoni tal-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test
tista’ titwettaq biss fuq recipjent tar-repliki wiehed fkull koncentrazzjoni tat-test (jew il-kontenut tar-re¢ipjenti
migbura mir-replikat).

38. Il-midjums tal-ittestjar imhejjija specifikament ghall-analizi tal-koncentrazzjonijiet ta’ espozizzjoni matul it-test
ghandhom jigu ttrattati bl-istess mod bhal dawk uzati ghall-ittestjar, jigifieri ghandhom jigu inokulati b'algi u
inkubatur fl-istess kundizzjonijiet. Jekk tkun mehtiega analizi tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test
mahlula, jaf tkun mehtiega separazzjoni tal-alga mill-midjum. Idealment, is-seperazzjoni ghandha issir b’centri-
fugazzjoni b’forza-g baxxa, suffi¢jenti biex tissettja l-alga.

39. Jekk ikun hemm evidenza li l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika li qieghda tigi ttestjata nzammet b’'mod
sodisfacenti fi hdan 20 % tal-koncentrazzjoni inizjali nominali jew imkejla matul it-test, l-analizi tar-rizultati
tista’ tkun ibbazata fuq valuri inizjali nominali jew imkejla. Jekk id-devjazzjoni mill-koncentrazzjoni inizjali
nominali jew imkejla ma tkunx fi hdan il-medda ta’ + 20 %, l-analizi tar-rizultati ghandha tkun ibbazata fuq il-
koncentrazzjoni medja geometrika matul l-espozizzjoni jew fuq il-mudelli li jiddeskrivu t-tnaqqis fil-koncen-
trazzjoni tas-sustanza kimika tat-test (3) (7).

40. It-test ta’ inibizzjoni tat-tkabbir tal-alga huwa sistema ta’ ttestjar iktar dinamiku mill-bicca l-kbira tat-testijiet
tat-tossicita akkwatika ghal terminu qasir l-ohrajn. Bhala konsegwenza, jaf ikun difficli tiddefinixxi
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l-koncentrazzjonijiet ta’ espozizzjoni attwali, specjalment ghall-adsorbiment ta’ sustanzi kimici ttestjati fkoncen-
trazzjonijiet baxxi. Ftali kazijiet, l-ghajbien tas-sustanza kimika tat-test mis-soluzzjoni b’adsorbiment mal-
bijomassa algali li dejjem tizdied ma jfissirx li din tintilef mis-sistema tat-test. Meta jigi analizzat ir-rizultat tat-
test, ghandu jigi ccekkjat jekk tnaqgis fil-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test matul it-test huwiex
akkumpanjat minn tnaqgqis fl-inibizzjoni tat-tkabbir. Jekk dan ikun il-kaz, tista’ tigi kkunsidrata l-applikazzjoni
ta’ mudell xieraq li jiddeskrivi t-tnaqgis fil-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test (7). Jekk le, jaf ikun
xieraq li tibbaza l-analizi tar-rizultati fuq il-koncentrazzjonijiet (nominali jew imkejla) inizjali.

Osservazzjonijiet ohra

41. Ghandha titwettaq osservazzjoni mikroskopika biex tigi vverifikata dehra normali u sana ta’ kultura tal-inokulu
u biex tigi osservata kwalunkwe dehra anormali tal-alga (peress li jaf tkun ikkawzata mill-espozizzjoni ghas-
sustanza kimika tat-test) fi tmiem it-test.

Test tal-limitu

42. Fcerti cirkostanzi, ez. meta test preliminari jindika li s-sustanza kimika tat-test ma ghandha ebda effetti tossici
fkoncentrazzjonijiet sa 100 mg/l jew sal-limitu ta’ solubbilta taghha fil-midjum tat-test (irrispettivament minn
liema huwa l-inqas), jista’ jsir test tal-limitu li jinvolvi tqabbil tar-risponsi fi grupp ta’ kontroll u grupp ta’
trattament partikolari (100 mg/l jew koncentrazzjoni dags il-limitu ta’ solubbilta). Huwa rakkomandat hafna li
dan jigi appoggjat minn analizi tal-koncentrazzjoni tal-espozizzjoni. Japplikaw kull kundizzjoni tat-test u
kriterju ta’ validita deskritti precedentement ghal test tal-limitu, bl-ecCezzjoni li n-numru ta’ repliki tat-
trattament ghandhom ikunu tal-inqas sitta. [l-varjabbli tar-rispons fil-grupp ta’ kontroll u trattament jistghu jigu
analizzati permezz ta’ test tal-istatistika biex jitqabblu l-medji, ez. Test-t ta’ Student. Jekk il-varjanzi taz-zewg
gruppi ma jkunux l-istess, ghandu jsir test-t aggustat ghal varjanzi mhux indags.

DEJTA U RAPPORTAR
Ipplottjar tal-kurvi tat-tkabbir

43. Il-bjjomassa fir-recipjenti tat-test, tista’ tigi espressa funitajiet tal-parametru sostitut uzat ghall-kejl (ez. in-
numru ta’ celloli, fluworexxenza).

44. Indika l-koncentrazzjoni ta’ bijomassa stmata fil-kulturi tat-test u I-kontrolli flimkien mal-koncentrazzjonijiet
tal-materjal tat-test u l-hinijiet tal-kejl, irregistrata b’rizoluzzjoni ta’ mill-anqas sighat shah, biex jigu prodotti
plottijiet ta’ kurvi ta’ tkabbir. Kemm l-iskali logaritmici kif ukoll l-iskali lineari jistghu jkunu utli fdan l-istadju,
izda l-iskali logaritmi¢i huma obbligatorji u generalment jaghtu prezentazzjoni ahjar tal-varjazzjonijiet fil-
mudell ta’ tkabbir matul il-perjodu tal-ittestjar. Ta’ min jinnota li tkabbir esponenzjali jipproduci linja dritta
meta jigi pplottjat fuq skala logaritmika, u inklinazzjoni tal-linja (gradjent) tindika r-rata ta’ tkabbir specifika.

45. Permezz tal-plottijiet, ezamina jekk il-kulturi ta’ kontroll jikbrux b'mod esponenzjali bir-rata mistennija matul
it-test kollu. Ezamina l-punti ta’ dejta kollha u d-dehra tal-graffs b'mod kritiku u ¢cekkja d-dejta mhux
ipprocessata u l-proceduri ghall-izbalji possibbli. I¢cekkja b’'mod partikolari kwalunkwe punt ta’ dejta li jidher li
jiddevja bi zball sistematiku. Jekk ikun ovvju li l-izbalji procedurali jistghu jigu identifikati ufjew jitqiesu
probabbli hafna, il-punt ta’ dejta specifiku huwa mmarkat minn outlier u mhuwiex inkluz fanalizi statistika
sussegwenti. (Koncentrazzjoni algali zero fwiehed miz-zewg jew tliet recipjenti tar-repliki tista’ tindika li r-
recipjent ma kienx inokulat b’'mod korrett, jew tnaddaf b'mod mhux xieraq). Iddikjara r-ragunijiet ghar-rifjut ta’
punt ta’ dejta bhala outlier fir-rapport tat-test. Ir-ragunijiet accettati huma biss zbalji procedurali (rari) u mhux
sempli¢i precizjoni hazina. Il-proceduri tal-istatistika ghall-identifikazzjoni tal-outlier huma ta’ uzu limitat ghal
din it-tip ta’ problema u ma jistghux jichdu post il-gudizzju tal-esperti. Idealment l-outliers (immarkati bhala
tal) ghandhom jinzammu fost il-punti ta’ dejta murija fi kwalunkwe prezentazzjoni ta’ dejta grafika jew
tabulari sussegwenti.

Varjabbli ta’ rispons

46. L-iskop tat-test huwa li jiddetermina l-effetti tas-sustanza kimika tat-test fuq it-tkabbir tal-alga. Dan il-metodu
ta’ ttestjar jiddeskrivi Zewg varjabbli ta’ rispons, peress li gurisidizzjonijiet differenti ghandhom preferenzi u
htigijiet regolatorji differenti. Sabiex ir-rizultati tat-test ikunu accettabbli fil-gurisdizzjonijiet kollha, l-effetti
ghandhom jigu evalwati permezz taz-zewg varjabbli tar-rispons (a) u (b) deskritti hawn taht.

(a) Rata ta’ tkabbir specifika medja: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkolat abbazi taz-zieda logaritmika fil-
bijomassa matul il-perjodu tal-ittestjar, espressa ghal kull jum

(b) Rendiment: dan il-varjabbli tar-rispons huwa l-bijomassa fi tmiem it-test li minnha titnaggas il-bjjomassa

tal-bidu.
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47. Ta’ min jinnota li l-valuri tat-tossicita kkalkolati permezz ta’ dawn iz-Zewg varjabbli ta’ rispons ma jistghux
jitgabblu u din id-differenza ghandha tigi rikonoxxuta meta jintuzaw ir-rizultati tat-test. Valuri EC, ibbazati fuq
rata medja ta’ tkabbir specifiku (E,C,) ikunu generalment oghla minn rizultati bbazati fuq ir-rendiment (E,C)
jekk il-kundizzjonijiet tat-test ta’ dan il-Metodu ta’ ttestjar jigu rrispettati, minhabba I-bazi matematika tal-
approcci rispettivi. Dan ma ghandux jigi interpretat bhala d-differenza fis-sensittivita bejn iz-zewg varjabbli ta’
rispons, izda semplicement li li l-valuri huma matematikament differenti. Il-kuncett ta’ rata ta’ tkabbir specifika
medja huwa bbazat fuq il-mudell ta’ tkabbir esponenzjali tal-alga fkulturi mhux limitati, fejn it-tossicita hija
stmata abbazi tal-effetti fuq ir-rata ta’ tkabbir, minghajr ma tiddependi fuq il-livell assolut tar-rata ta’ tkabbir
specifika tal-kontroll, il-gradjent tal-kurva koncentrazzjoni rispons jew fuq id-durata tat-test. Bkuntrast, ir-
rizultati bbazati fuq il-varjabbli tar-rispons tar-rendimentjiddependu fuq dawn il-varjabbli I-ohra kollha. E C,
huwa dipendenti fuq ir-rata specifika ta’ tkabbir tal-ispeci ta’ alka uzata fit-test u fuq ir-rata massima ta’ tkabbir
specifiku li tista’ tvarja bejn specijiet u kif ukoll bejn razez differenti ta’ alka. Dan ir-rispons varjabblima
ghandux jintuza ghat-tqabbil tas-sensittivita ghat-tossikanti fost l-ispecijiet ta’ algi jew anki razez differenti.
Filwaqt li l-uzu tar-rata ta’ tkabbir specifika medja ghall-istima tat-tossicita huwa ppreferut xjentifikament, 1-
istimi tat-tossicita ibbazati fuq ir-rendimenthuma inkluzi wkoll fdan il-metodu ta’ ttestjar biex jigu ssodisfati r-
rekwiziti regolatorji attwali fxi pajjizi.

Rata ta’ tkabbir medja

48. Ir-rata ta’ tkabbir specifika medja ghal perjodu specifiku hija kkalkolata bhala z-zieda logaritmika fil-bijomassa
mill-ekwazzjoni ghal kull rec¢ipjenti uniku tal-kontrolli u t-trattamenti [1]:

fejn:

j; hija r-rata medja specifika ta’ tkabbir minn hin i sa j;
X, hija l-bijomassa fil-hin i;

X, hija l-bijjomassa fil-hin j;

Ghal kull grupp ta’ trattament u kull grupp ta’ kontroll, ikkalkola valur medju ghar-rata ta’ tkabbir flimkien
mal-istimi tal-varjanza.

49. Ikkalkola r-rata ta’ tkabbir specifika medja matul id-durata kollha tat-test (normalment 0-3 ijiem), permezz tal-
bijomassa inokulata nominalment bhala l-valur tal-bidu iktar minn valur tal-bidu mkejjel, peress li b'dan il-
mod, normalment tinkiseb iktar precizjoni. Jekk it-taghmir uzat ghall-kejl tal-bjjomassa jippermetti determi-
nazzjoni preciza bizzejjed tal-bijjomassa tal-inokulu (ez. citometru tal-fluss) allura tista’ tintuza l-koncentrazzjoni
tal-bjjomassa inizjali mkejla. Ivvaluta wkoll ir-rata ta’ tkabbir skont is-sezzjoni, ikkalkolata bhala r-rati ta’
tkabbir specific¢i ghal kull jum matul il-kors tat-test (0-1, 1-2 u 2-3 jiem) u ezamina jekk ir-rata ta’ tkabbir tal-
kontroll tibqax kostanti (ara l-kriterji tal-validita, paragrafu 11). Rata ta’ tkabbir specifika sinifikament inqas fl-
ewwel jum mirrata ta’ tkabbir specifika medja totali tista’ tindika fazi latenti. Filwaqt li fazi latenti tista’
titnaqqas u prattikament tigi eliminata fkulturi tal-kontroll bi propagazzjoni xierqa tal-prekultura, fazi latenti
fkulturi esposti tista’ tindika rkupru wara stress tossiku inizjali jew tnaqqis fl-espozizzjoni minhabba telf ta’
sustanza kimika tat-test (inkluz sorbiment fil-bijomassa algali) wara l-espozizzjoni inizjali. Ghalhekk ir-rata ta’
tkabbir skont is-sezzjoni tista’ tigi vvalutata sabiex jigu evalwati l-effetti tas-sustanza kimika tat-test li jsehhu fil-
perjodu ta’ espozizzjoni. Differenzi sostanzjali bejn ir-rata ta’ tkabbir skont is-sezzjoni u r-rata ta’ tkabbir medja
jindikaw devjazzjoni minn tkabbir esponenzjali kostanti u li hija ggarantita ezaminazzjoni mill-qrib tal-kurvi ta’

tkabbir.

50. Ikkalkola l-inibizzjoni percentwali tar-rata ta’ tkabbir ghal kull replikat ta’ trattament mill-ekwazzjoni [2]:

%, =BT 100 2],
He
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fejn:

%l = inibizzjoni percentwali fir-rata ta’ tkabbir specifika medja;
Pe = valur medju ghal rata medja ta’ tkabbir specifiku (p) fil-grupp ta’ kontroll;

p; = rata medja ta’ tkabbir specifiku ghar-replika ta’ trattament;

51. Meta biex jithejjew is-soluzzjonijiet tat-test jintuzaw solventi, ghandhom jintuzaw il-kontrolli bis-solventi u
mhux ili I-kontrolli bla solventi fil-kalkolu ta’ inibizzjoni perc¢entwali.

Rendiment

52. Ir-rendiment huwa kkalkolat bhala l-bijjomassa fi tmiem it-test li minnha titnaqqas il-bijomassa tal-bidu ghal
kull recipjent uniku ta’ kontrolli u trattamenti. Ghal kull konc¢entrazzjoni tat-test u ta’ kontroll, ikkalkola valur
medju ghar-rendiment flimkien mal-istimi tal-varjanza. Il-persentagg ta’ inibizzjoni fil-prodott (%L) jista’ jigi

kkalkulat ghal kull replika ta’ trattament kif gej:

%I, = (YY_—YT) x 100 [3]

c

fejn:

%1, = inibizzjoni percentwali tar-rendiment;

Y. = valur medju ghall-prodott fil-grupp ta’ kontroll;
Y; = valur ghall-prodott ghar-replika ta’ trattament.

Ipplottjar tal-kurva koncentrazzjoni rispons

53. Ipplottja l-percentwali tal-inibizzjoni mal-logaritma tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test u ezamina
I-plott bir-reqqa, filwaqt li tinjora kwalunkwe tali punt ta’ dejta li gie individwat bhala outlier fl-ewwel fazi.
Ghaddi linja cara mill-punti ta’ dejta b'ghajnejk jew binterpolazzjoni bil-kompjuter biex tiehu idea tar-
relazzjoni bejn il-koncentrazzjoni u r-rispons, u mbaghad kompli b'metodu iktar iddettaljat, idealment metodu
statistiku kompjuterizzat. Skont l-uzu intiz tad-dejta, il-kwalita (precizjoni) u l-ammont ta’ dejta, kif ukoll id-
disponibblita ta’ ghodda ta’ analizi tad-dejta, jista’ jigi deciz (u xi drabi ggustifikat sew) li titwaqqaf l-analizi tad-
dejta fdan l-istadju u semplicement jingraw il-figuri principali ECy, u EC,, (ufjew EC,;) mill-kurva mdahhla fuq
l-ghajn (ara wkoll it-tagsima ta’ hawn taht fuq effetti stimulatorji). Ragunijiet validi biex ma jintuzax metodu
statistiku jistghu jinkludu:

— Id-dejta mhijiex xierqa ghal metodi kompjuterizzati biex jipproducu xi rizultat affidabbli ichor apparti dawk
li jistghu jinkisbu b’gudizzju espert — ftali sitwazzjonijiet xi programmi tal-kompjuter jistghu anki jonqsu
milli jipproducu soluzzjoni affidabbli (ir-rikorrenzi jaf ma jagblux, ecc.)

— Ir-risponsi ghal tkabbir stimulatorju ma jistghux jigu indirizzati b'mod adegwat permezz tal-programmi tal-
kompjuter disponibbli (ara hawn taht).

Proceduri statistici

54. L-ghan huwa li tinkiseb relazzjoni bejn il-koncentrazzjoni u r-rispons b’analizi tar-rigressjoni. Huwa possibbli li
tintuza rigressjoni lineari ppezata wara li tkun twettqet trasformazzjoni linearizzanti tad-dejta dwar ir-rispons
— perezempju funitajiet probit jew logit jew Weibull (8), izda proceduri ta’ rigressjoni mhux lineari huma
tekniki ppreferuti li jimmaniggjaw ahjar irregolaritajiet inevitabbli ta’ dejta u devjazzjonijiet minn distribuzzjo-
nijiet bla intoppi. Meta jkunu vicin inibizzjoni zero jew totali, tali irregolaritajiet jistghu jitkabbru bit-trasfor-
mazzjoni, u dan jinterferixxi mal-analizi (8). Ta’ min jinnota li metodi standard ta’ analizi bl-uzu ta’ trasformati
ta’ probit, logit jew Weibull huma mahsuba ghall-uzu fdejta kwantali (ez. mortalita jew sopravivenza), u jridu
jigu mmodifikati biex jakkomodaw id-dejta dwar it-tkabbir jew il-bjjomassa. Proceduri specifi¢i ghad-determi-
nazzjoni ta’ valuri EC, minn dejta kontinwa jistghu jinstabu £(9), (10), u (11). L-uzu ta’ analizi tar-rigressjoni
mhux lineari huwa ddettaljat iktar fl-Appendici 5.
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55. Ghal kull varjabbli ta’ rispons li jigi analizzat, ghandha tintuza r-relazzjoni koncentrazzjoni-rispons biex jigu
kkalkulati l-estimi ta’ punti ta’ valuri EC,. Fejn ikun possibbli, ghandhom jigu stmati l-limiti ta’ kunfidenza ta’
95 % ghal kull stima. Kemm toqghod tajjeb id-dejta dwar ir-rispons ghall-mudell ta’ rigressjoni ghandu jigi
vvalutat grafikament jew statistikament. L-analizi tar-rigressjoni ghandha ssir permezz ta’ risponsi tar-repliki
individwali, mhux il-medji tal-grupp ta’ trattament. Jekk, madankollu, ma jkunx facli li tintuza kurva mhux
lineari huwa difficli jew ma jirnexxiex minhabba dispersjoni kbira wisq fid-dejta, il-problema tista’ tigi evitata
billi ssir ir-rigressjoni fuq il-medji tal-grupp bhala mod prattiku ta’ tnaqgis fl-influwenza ta’ outliers suspettati.
L-uzu ta’ din l-ghazla ghandu jigi identifikat fir-rapport tat-test bhala devjazzjoni mill-procedura normali peress
li l-interpolazzjoni ta’ kurva b'repliki individwali ma pproducietx rizultat tajjeb.

56. Stimi EC,, u limiti ta’ kunfidenza jistghu wkoll jigi miksuba bl-uzu ta’ interpolazzjoni lineari b’sekwenza ta’
istruzzjonijiet inizjali (13), jekk il-mudelli/metodi ta’ regressjoni accessibli mhumiex xierqa ghad-data.

57. Ghal stima tal-LOEC u, ghalhekk, I-NOEC, ghal effetti tas-sustanza kimika tat-test fuq ir-rata ta’ tkabbir, huwa
mehtieg li jitqabblu I-medji tat-trattament permezz ta’ analizi tat-tekniki ta’ varjanza (ANOVA). Imbaghad il-
medja ghal kull koncentrazzjoni ghandha titqabbel mal-medja tal-kontroll permezz ta’ tqabbil multiplu xieraq
jew test tat-tendenza. It-test ta’ Dunnett jew Williams jista’ jkun siewi (12)(14)(15)(16)(17). Huwa mehtieg li jigi
vvalutat jekk treggix is-suppozizzjoni tal-omogeneita ta’ varjanza ta” ANOVA. Din il-valutazzjoni tista’ titwettaq
grafikament jew btest formali (17). Testijiet xierqa huma Levene jew Bartlett. Jekk is-suppozizzjoni ta’
omogeneita tal-varjanzi ma tkunx issodisfata, din kultant tista’ tigi kkoreguta bi trasformazzjoni logaritmika
tad-dejta. Jekk l-eterogeneita tal-varjanza hija estrema u ma tistax tigi kkoreguta bi trasformazzjoni, ghandha
tigi kkunsidrata analizi b’'metodi bhat-test ta’ tendenza rigressiva ta’ Jonckheere. Fi (11) tista’ tinstab gwida
addizzjonali dwar id-determinazzjoni tal-NOEC.

58. Zviluppi xjentifi¢i ricenti wasslu ghal rakkomandazzjoni biex jigi abbandunat il-kunéett tal-NOEC u minflok
jinbidel bi stimi EC, ta’ punti bbazati fuq regressjoni. Valur xieraq ghal x ma giex stabbilit ghal dan it-test algali.
Sfera ta’ 10 sa 20 % tidher li hija xierqa (tiddependi fuq il-varjabbli ta’ rispons maghzul), u preferibbilment
kemm 1-EC,, u EC,, ghandhom jigu rrappurtati.

Stimulazzjoni tat-tkabbir

59. Xi drabi hija osservata stimulazzjoni tat-tkabbir (inibizzjoni negattiva) fkoncentrazzjonijiet baxxi. Dan jista’
jirrizulta minn ormezi (‘stimulazzjoni tossika’) jew miz-zieda ta’ fatturi ta’ tkabbir ta’ stimulazzjoni bil-materjal
tat-test sal-midjum minimu uzat. Ta’ min jinnota li z-zieda ta’ nutrijenti inorgani¢i ma ghandu jkollha ebda
effett dirett peress li I-midjum tat-test ghandu jzomm eccess ta’ nutrijenti matul it-test. Stimulazzjoni fdoza
baxxa tista’ generalment tigi injorata fkalkulazzjonijiet ECy, sakemm ma tkunx estrema. Madankollu, jekk hija
estrema, jew valur EC, ghal x baxxa ghandu jigi kkalkulat, proceduri spe¢jali jistghu ikunu mehtiega. Jekk ikun
possibbli ghandu jigi evitat thassir ta’ risponsi stimulatorji mill-analizi tad-dejta, u jekk is-softwer li jadatta I-
kurva ma jistax jaccetta stimulazzjoni minuri, tista’ tintuza interpolazzjoni lineari b’bootstrapping. Jekk I-
istimulazzjoni tkun estrema, jista’ jigi kkunsidrat l-uzu tal-mudell tal-ormesi (18).

Inibizzjoni tat-tkabbir mhux tossiku

60. Materjali tal-ittestjar li jassorbu d-dawl jistghu jaghtu lok ghal tnaqqis fir-rata ta’ tkabbir peress li d-dellijiet
inaqqsu l-ammont ta’ dawl disponibbli. Tali tipi fizici ta’ effetti ghandhom jigu sseparati minn effetti tossici billi
jigu mmodifikati l-kundizzjonijiet tat-test u dawn tal-ahhar ghandhom jigu rrapportati b'mod separat. Fi (2)
u (3) tista’ tinstab gwida.

RAPPORT TAL-ITTESTJAR

61. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:
Sustanza kimika tat-test:
— dejta ta’ identifikazzjoni tas-sustanzi kimici (ez. Numru CAS), inkluza l-purita (impuritajiet).
Specijiet tat-test:

— ir-razza, il-fornitur jew is-sors u l-kundizzjonijiet tal-kulturi uzati.
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Kundizzjonijiet tat-test:

— id-data tal-bidu tal-ittestjar u d-durata tieghu;

— deskrizzjoni tad-disinn tal-ittestjar, recipjenti tat-test, volumi tal-kultura, densita tal-bijomassa fil-bidu tat-
test;

— il-komposizzjoni tal-midjum;

— il-koncentrazzjoni tat-test u r-repliki (ez. numru ta’ repliki, numru ta’ koncentrazzjonijiet tat-test u I-
progress geometriku uzat);

— deskrizzjoni tal-preparazzjoni tas-soluzzjonijiet tat-test, inkluz l-uzu ta’ solventi ecc.

— apparat tal-kulturi;

— l-intensita u l-kwalita tad-dawl (sors, omogenita);

— it-temperatura;

— koncentrazzjonijiet ittestjati: il-koncentrazzjonijiet tat-test nominali u kwalunkwe rizultat tal-analizijiet biex
tigi ddeterminata l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fir-reCipjenti tat-test. Ghandha tigi
rrapportata l-efficjenza fl-irkupru tal-metodu u l-limitu tal-kwantifikazzjoni fil-matrici tal-ittestjar;

— id-devjazzjonijiet kollha minn dan il-metodu ta’ ttestjar;

— il-metodu ghad-determinazzjoni tal-bijomassa u l-evidenza tal-korrelazzjoni bejn il-parametru mkejjel u I-
piz xott;

Rizultati:

— valuri tal-pH fil-bidu u fi tmiem it-test fit-trattamenti kollha;

— il-bijomassa ghal kull flask fkull punt ta’ kejl u I-metodu ghall-kejl tal-bijomassa;

— kurvi ta’ tkabbir (plott tal-bijomassa mal-hin);

— il-varjabbli ta’ rispons ikkalkolati ghal kull replikat tat-trattament, bil-valuri medji u l-koeffi¢jenti ta’
varjazzjoni ghar-repliki;

— prezentazzjoni grafika tar-relazzjoni bejn il-l-koncentrazzjoni u l-effett;

— stimi ta’ tossicita varjabbli ta’ rispons ez. ECy, EC,, EC,, u intervalli ta’ kunfidenza assogjati. Jekk
ikkalkolati, LOEC u NOEC u l-metodi statistici uzati ghad-determinazzjoni taghhom;

— jekk tintuza ANOVA, id-dags tal-effett li jista’ jigi skopert (ez. id-differenza l-inqas sinifikanti);

— kwalunkwe stimulazzjoni ta’ tkabbir misjuba fi kwalunkwe trattament;

— kwalunkwe effett iehor osservat, ez. bidliet morfologici tal-alga;

— diskussjoni tar-rizultati, inkluz kwalunkwe influwenza fuq l-ezitu tat-test li tirrizulta mid-devjazzjonijiet
minn dan il-metodu ta’ ttestjar.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Id-definizzjonijiet u l-abbrevjazzjonijiet li gejjin jintuzaw ghall-finijiet ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar:

Il-bijomassa hija 1-piz xott tal-materja hajja prezenti fpopolazzjoni espressa ftermini ta’ volum partikolari; ez. mg
soluzzjoni ta’ algiflitri. Generalment il-bijomassa’ hija ddefinita bhala l-massa, izda fdan it-test, din il-kelma tintuza
biex tirreferi ghall-massa skont il-volum. Barra minn hekk fdan it-test, is-surrogati ghall-bijjomassa, bhall-ghadd tac-
celloli, il-fluworexxenza, ec¢. generalment jitkejlu u l-uzu tat-terminu ‘bijomassa’ ghalhekk jirreferi wkoll ghal dawn
il-mizuri surrogati.

Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita

Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni hija mizura minghajr dimensjoni tal-varjabbiltda ta’ parametru, iddefinit bhala I-
proporzjon tad-devjazzjoni standard mill-medja. Dan jista’ jigi wkoll espress bhala valur percentwali. Il-koeffi¢jent
medju ta’ varjazzjoni ta’ rata ta’ tkabbir specifika medja fil-kulturi ta’ kontroll tar-replikat ghandu jigi kkontrollat kif

89:

1. Ikkalkola % CV tar-rata ta’ tkabbir specifika medja mir-rati ta’ tkabbir kuljum/skont is-sezzjoni ghar-replikat
rispettiv;

2. Ikkalkola I-valur medju mill-valuri kollha kkalkolati skont il-punt 1 biex tikseb il-koeffi¢jenti medju tal-varjazzjoni
tar-rata tkabbir ta’ kuljum/skont is-sezzjoni fil-kulturi ta’ kontroll tar-repliki.

EC, hija l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test mahlula fil-midjum tat-test li tirrizulta fi tnaqqis ta’ x % (ez.
50 %) fit-tkabbir tal-organizmu tal-ittestjar fperjodu ta’ espozizzjoni ddikjarat (li ghandu jissemma b’'mod esplicitu
jekk ikun hemm devjazzjoni mid-durata tat-test kollu jew normali). Sabiex issir denotazzjoni li ma hijiex ambigwa
ta’ valur ta” EC i jidderiva mir-rata ta’ tkabbir jew prodott, is-simbolu ‘E,C’ huwa uzat ghar-rata ta’ tkabbir u ‘E,C
huwa uzat ghall-prodott.

Midjum ta’ tkabbir huwa l-midjum tal-kultura sintetiku komplut i fih tikber l-alga tat-test meta tigi esposta ghas-
sustanza kimika tat-test. Normalment is-sustanza kimika tat-test tinhall fil-midjum tat-test.

Rata ta’ tkabbir (rata ta’ tkabbir specifika medja) hija z-zieda logaritmika fil-bjjomassa matul il-perjodu ta’
espozizzjoni.

II-Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat (LOEC) hija l-inqas koncentrazzjoni ttestjata li fiha s-sustanza kimika
hija osservata li jkollha effett ta’ tnaqqis statistikament sinifikanti fuq it-tkabbir (b’p < 0,05) meta mqabbla mal-
kontroll, fhin ta’ espozizzjoni partikolari. Madankollu, il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha oghla mil-LOEC ghandu
jkollhom effett dannuz ugwali jew ikbar minn dawk osservati fl-LOEC. Meta dawn iz-Zewg kundizzjonijiet ma
jkunux jistghu jigu ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intghazlet I-LOEC (u ghalhekk I-NOEC).

II-Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) hija I-koncentrazzjoni tat-test ezatt taht 1-LOEC.

Il-varjabbli ta’ rispons huwa varjabbli ghall-istima tat-tossi¢ita derivata minn parametri mkejla li jiddeskrivu I-
bijomassa minn metodi differenti ta’ kalkolu. Ghal dan il-metodu ta’ ttestjar, ir-rati ta’ tkabbir u r-rendiment huma
varjabbli ta’ rispons derivati mill-bjjomassa ta’ kejl direttament jew kwalunkwe wiehed mis-surrogati msemmija.

Rata ta’ tkabbir specifika hija varjabbli ta’ rispons iddefinit bhala I-kwozjent tad-differenza tal-logaritmi naturali ta’
parametru ta’ osservazzjoni (fdan il-metodu ta’ ttestjar, il-bijomassa) u l-perjodu ta’ Zmien rispettiv.

Sustanza kimika tat-test tfisser kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.

Rendiment huwa l-valur ta’ varjabbli tal-kejl fi tmiem il-perjodu ta’ espozizzjoni neges il-valur tal-varjabbli tal-kejl
fil-bidu tal-perjodu ta’ espozizzjoni biex tigi espressa z-zieda fil-bijjomassa matul it-test.
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Appendici 2

Razez murija li huma xierqa ghat-test

Alga hadra

Pseudokirchneriella subcapitata (i qabel kienet maghrufa bhala Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4,

61.81 SAG

Desmodesmus subspicatus (li qabel kienet maghrufa bhala Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG

Dijatomi

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cjanobatterji

Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Sorsi ta’ Razez

Ir-razez rakkomandati huma disponibbli fkulturi unialgali mill-kollezzjonijiet li gejjin (fordni alfabetiku):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

UK

SAG: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

University of Gottingen
Nickolausberger Weg 18

37073 Gottingen

GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA.
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Dehra u karatteristici tal-ispecijiet rakkomandati

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Celloli uni¢i Celloli ovali fil- Ktaiien ta’
Dehra mghawgin u bicca I-kbira Vireg . Ha ]Jl.en al. Vireg
milwijin uniéi cetot oval
Qies (T x W) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x3 6 x1
Volum ta’ ¢elloli (um (*)/¢ellola) 40-60 () 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5()
Piz xott tac-celloli (mg/cellola) 2-3 x10-8 3-4 x 10-8 3-4 x 10-8 1-2 x 108 2-3 x10°°
Rata ta’ tkabbir () (jum™?) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Imkejla b’kontatur tal-particelli elettroniku
(® Ikkalkolata mill-gies
(}) Rata ta’ tkabbir osservata l-aktar ta’ spiss fmidjum OECD fintensita ta’ dawl tamadwar 70 pE m-2s-'u 21 °C

Rakkomandazzjonijiet Specifi¢i dwar il-Kulturi u I-immaniggar tal-Ispecijiet tal-Ittestjar Rakkomandati
Pseudokirchneriella subcapitata u Desmodesmus subspicatus

Generalment facli zzomm dawn l-algi hodor fdiversi midjums ta’ kulturi. Informazzjoni dwar midjums xierqa hija
disponibbli mill-kollezzjonijiet ta’ kulturi. I¢-celloli generalment huma solitarji, u l-kejliet tad-densita tac-celloli
jistghu jsiru facilment permezz ta’ kontatur tal-frak elettroniku jew mikroskopju.

Anabaena flos-aquae

Jistghu jintuzaw diversi midjums ta’ tkabbir biex tinzamm kultura ewlenija. Huwa partikolarment importanti li jigi
evitat milli l-kultura tal-lott tghaddi 1-fazi ta’ tkabbir taz-zokk meta tiggedded, l-irkupru huwa difficli fdan il-punt.

Anabaena flos-aquae tizvilupppa aggregati ta’ ktajjen ta’ celloli mbejta. Id-daqs ta’ dawn l-aggregati jista’ jvarja skont
il-kundizzjonijiet tal-kulturi. Jaf ikun mehtieg li dawn l-aggregati jitgassmu meta l-ghadd tal-mikroskopju jew
kontatur tal-frak elettroniku jintuza ghad-determinazzjoni tal-bijomassa.

Is-sonikazzjoni tas-sottokampjuni tista’ tintuza biex jinkisru Il-ktajjen biex titnagqas il-varjabbilta tal-ghadd.
Sonikazzjoni itwal milli mehtieg sabiex jinkisru I-ktajjen ftulijiet igsar tista’ teqred i¢-celloli. L-intensita u d-durata
tas-sonikazzjoni ghandhom ikunu l-istess ghal kull trattament.

Ghodd bizzejjed ogqsma fuq l-emocitometru (tal-inqas 400 cellola) biex tghin tikkumpensa ghall-varjabbilta. Dan
sejjer itejjeb l-affidabbilta tad-determinazzjonijiet tad-densita mikroskopika.

Jista’ jintuza kontatur elettroniku tal-particelli ghad-determinazzjoni tal-volum ta’ celloli totali ta’ Anabaena wara t-
tkissir tal-ktajjen tac-celloli b’sonifikazzjoni b’attenzjoni. L-energija ta’ sonifikazzjoni ghandha tigi aggustata biex jigi
evitat it-txifkil tac-celloli.

Uza mikser b'vorti¢i jew metodu xieraq simili biex tizgura li s-sospensjoni tal-alga uzata biex tinokula r-recipjenti
tat-test tithallat sew u tkun omogenja.

Ir-recipjenti tat-test ghandhom jitqieghdu fuq mejda b'mikser orbitali jew reciprokat b'madwar 150 rivoluzzjoni fil-
minuta. Inkella, jistghu jigu agitati b’'mod intermittenti biex titnagqas it-tendenza ta’ Anabaena li tifforma capep. Jekk
ikun hemm capep, ghandha tinghata attenzjoni biex jintlahqu kampjuni rapprezentattivi ghall-kejliet tal-bjjomassa.
Jaf tkun hemm bzonn ta’ agitazzjoni qawwija qabel il-kampjunar biex jigu dizintegrati ¢-capep ta’ alga.
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Synechococcus leopoliensis

Jistghu jintuzaw diversi midjums ta’ tkabbir biex tinzamm kultura ewlenija. Informazzjoni dwar midjums xierqa hija
disponibbli mill-kollezzjonijiet ta’ kulturi.

Synechococcus leopoliensis tikber bhala celloli fforma ta’ vireg solitarji. I¢-Celloli huma zghar hafna, u dan
jikkomplika l-uzu ta’ ghadd mikroskopiku ghall-kejliet tal-bijomassa. Kontaturi elettronici tal-particelli mghammra
ghall-ghadd ta’ particelli sa daqs ta’ madwar 1 pm huma siewja. Kejliet fluworometri¢i in vitro huma applikabbli

wkoll.

Navicula pelliculosa

Jistghu jintuzaw diversi midjums ta’ tkabbir biex tinzamm kultura ewlenija. Informazzjoni dwar midjums xierga hija
disponibbli mill-kollezzjonijiet ta’ kulturi. Kun af li fdan il-midjum huwa mehtieg is-silikat.

Navicula pelliculosa tista’ tifforma aggregati f¢erti kundizzjonijiet ta’ tkabbir. Minhabba l-produzzjoni ta’ lipidi, i¢-
celloli algali ghandhom it-tendenza li kultant jakkumulaw fir-rita tal-wic¢. Feerti ¢irkostanzi jridu jittiehdu mizuri
specjali meta jittiehdu sottokampjuni ghad-determinazzjoni tal-bijomassa sabiex jinkisbu kampjuni rapprezentattivi.
Jaf ikun mehtieg thawwid bis-sahha, ez. permezz ta’ mikser b'vortici.
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Appendiéi 3

Idjums tat-tkabbir

Jista’ jintuza wiehed miz-zewg midjums tat-tkabbir li gejjin:

— Midjum tal-OECD: Midjum originali tat-TG 201 tal-OECD, skont I-ISO 8692 ukoll

— US. AAP tal-midjum tal-EPA, skont I-ASTM ukoll.

Meta jigu ppreparati dawn il-midjums, ghandhom jintuzaw sustanzi kimici ta’ reagent jew grad analitiku u ilma

dejonizzat.

Kompozizzjonijiet tal-midjum AAP (US. EPA) u I-midjum OECD TG 201.

Komponent AAP OECD
mg/l mM mg|l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
Mgdl, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO, - 7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl, - 6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA - 2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
Mndl, - 4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl, - 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO, - 2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CudCl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1
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Il-proporzjon ta’ molari ta” EDTA mal-hadid tagbez bi ftit l-unita. Dan jevita l-precipitazzjoni tal-hadid u fl-istess hin,
il-kelazzjoni ta’ jonji tal-metall tqil tigi minimizzata.

Fit-test bid-dijatomu Navicula pelliculosa, iz-zewg midja jridu jkunu supplimentati b’Na,SiO; - 9H,0 sabiex tinkiseb
koncentrazzjoni ta’ 1,4 mg Si/l.

II-pH tal-midjum jinkiseb fekwilibriju bejn is-sistema ta’ karbonat tas-sistema tal-midjum u l-pressjoni parzjali tas-
CO, fl-arja atmosferika. Relazzjoni approssimattiva bejn il-pH £25 °C u l-koncentrazzjoni ta’ bikarbonanat molari

hija:

pH,, = 11,30 + log[HCO,]

B'15 mg NaHCO,/], pH

Cq:

7,5 (midjum tal-EPA tal-Istati Uniti) u b’50 mg NaHCO,/l, pH

Kompozizzjoni tal-elementi tal-midjums tat-test

eq:

8,1 (midjum ta’ OECD).

Element AAP OECD
mgl mgl

C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115

Preparazzjoni tal-midjum OECD

Nutrijent

Koncentrazzjoni fis-soluzzjoni ewlenija

Soluzzjoni ewlenija 1:

makro nutrijenti

NH,Cl 1,5 g/l
MgCl, - 6H,0 1,2 gfl
CaCl, - 2H,0 1,8 gfl
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
Soluzzjoni ewlenija 2:

hadid

FeCl, - 6H,0 64 mg|l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l
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Nutrijent Koncentrazzjoni fis-soluzzjoni ewlenija
Soluzzjoni ewlenija 3:
elementi tat-tracci
H,BO, 185 mg/l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
ZnCl, 3 mgfl
Co(Cl, - 6H,0 1,5 mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mg]l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg|l
Soluzzjoni ewlenija 4:
bikarbonat
NaHCO, 50 g/l
Na,SiO, - 9H,0

Sterilizza s-soluzzjoni ewlenija bfiltrazzjoni tal-membrana (dijametru medju tal-pori ta’ 0,2 pm) jew b’awtokla-
vazzjoni (120 °C, 15 min). Ahzen is-soluzzjonijiet fid-dlam f4 °C.

Taghmilx awtoklavazzjoni tas-soluzzjonijiet ewlenin 2 u 4, izda sterilizzahom b'filtrazzjoni tal-membrana.

Ipprepara midjum tat-tkabbir billi Zzid volum xieraq tas-soluzzjonijiet elwenin 1-4 mal-ilma:

Zid 500 ml ilma sterelizzat:

10 ml soluzzjoni ewlenija 1

1 ml soluzzjoni ewlenija 2

1 ml soluzzjoni ewlenija 3

1 ml soluzzjoni ewlenija 4

Zid sakemm isiru 1 000 ml bl-ilma sterilizzat.

Halli bizzejjed hin biex tekwilibrija I-midjum mas-CO2 atmosferiku, jekk ikun mehtieg billi ddahhal bziezaq tal-arja

sterili u ffiltrati ghal xi sighat.

Preparazzjoni tal-midjum EPA tal-Istat Uniti

1. Zid 1 ml ta’ kull soluzzjoni ewlenija £2.1-2.7 ghal madwar 900 ml ta’ ilma dejonizzat jew distillat u mbaghad
hallat sa litru (1).

2. Is-soluzzjonijiet ewlenin tal-makronutrijenti jigu prodotti billi jinhallu dawn li gejjin £500 ml ta’ ilma
dejonizzat jew distillat. Ir-reagenti 2.1, 2.2, 2.3, u 2.4 jistghu jigu kkombinati f'soluzzjoni ewlenija wahda.

2.1 NaNoO, 12,750 g.
2.2 Mgdl, - 6H,0 6,082 g.
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23 CaCl,- 2H,0 2,205 g.
2.4 Soluzzjoni Ewlenija tal-Mikronutrijenti (ara 3).
2.5 MgSO, - 7H,0 7,350 g.
2.6 K,HPO, 0,522 g.
2.7 NaHCO, 7,500 g.
2.8 Na,SiO; - 9H,0 Ara n-Nota 1

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Nota 1: Uza ghal specijiet tat-test tad-dijatoma biss. Tista’ tizdied direttament (202,4 mg) jew permezz ta’
soluzzjoni ewlenija biex tinghata koncentrazzjoni ta’ 20 mg/1 Si fil-midjum.

Is-soluzzjoni ewlenija tal-mikronutrijenti tigi prodotta billi jinhallu dawn li gejjin £500 ml ta’ ilma dejonizzat
jew distillat:

H,BO, 92,760 mg.

Mndl, - 4H,0 207,690 mg.

Zn(l, 1,635 mg.

FeCl, - 6H,0 79,880 mg.

CoCl2:6H20 0,714 mg.

Na2MoO, - 2H,0 3,630 mg.

CuCl, - 2H,0 0,006 mg.

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg. [Disodium (Ethylenedinitrilo) tetraacetate].
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg Ara n-Nota 2.

Nota 2: Uza biss fmidjum ghall-kulturi ewlenin tal-ispecijiet ta’ dijatomi.
Aggusta -pH ghal 7,5 £ 0,1 b’0,1 N jew 1,0 N NaOH jew HCL.

Iffiltra I-midjums fkontenitur sterili jew permezz ta’ filtru tal-membrana ta’ 0,22 pm jekk ser jintuza kontatur
tal-particelli jew filtru ta’ 0,45 pm jekk mhux ser jintuza kontatur tal-particelli.

Ahzen il-midjum fid-dlam fmadwar 4 °C sakemm jintuza.



1.3.2016 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/33

Appendici 4

Ezempju ta’ procedura ghall-kulturi tal-algi

Osservazzjonijiet generali
[-fini tal-kulturi abbazi tal-procedura li gejja huwa li jinkisbu kulturi algali ghat-testijiet tat-tossicita.

Uza metodi xierqa biex tizgura li I-kulturi algali mhumiex infettati b'batterji. Il-kulturi aksenici jistghu jkunu
rakkomandabbli izda ghandhom jigu stabbiliti u uzati kulturi unialgali.

L-operazzjonijiet kollha ghandhom jitwettqu fkundizzjonijiet sterili sabiex tigi evitata kontaminazzjoni b’batterji u
algi ohra.

Taghmir u materjali

Ara taht il-metodu ta’ ttestjar: Apparat.

Proceduri ghall-kisba ta’ kulturi algali
Preparazzjoni tas-soluzzjonijiet tan-nutrijenti (midjums):

I[I-melh kollu tan-nutrijenti tal-midjum huwa ppreparat bhala soluzzjonijiet ewlenin ikkoncentrati u mahzuna fid-
dlam u l-kesha. Dawn is-soluzzjonijiet huma sterilizzati b'filtrazzjoni jew b’awtoklavazzjoni.

[I-midjum jithejja billi jizdied l-ammont xieraq tas-soluzzjoni ewlenija biex jigi sterilizzat l-ilma distillat, filwaqt li
tinghata attenzjoni li ma ssehh ebda infezzjoni. Ghal midjum solidu, jizdied 0,8 fil-mija ta’ agar.

Kultura ewlenija:

I-kulturi ewlenin huma kulturi algali li huma ttrasferiti b’'mod regolari lejn midjum gdid biex jagixxu bhala materjal
tat-test inizjali. Jekk il-kulturi ma jintuzawx b'mod regolari, dawn jitferrxu ftubi agari mzerzqa. Dawn huma
ttrasferiti lejn midjum gdid tal-inqas darba kull xahrejn.

Il-kulturi ewlenin jitkabbru fi flasks konikali li fihom l-midjum xieraq (volum ta’ madwar 100 ml). Meta l-algi jkunu
inkubati £20 °C b'illuminazzjoni kontinwa, huwa mehtieg trasferiment kull gimgha.

Matul it-trasferiment, ammont ta’ kultura ‘qadima’ huwa ttrasferit b'pipetti sterili fi flixkun ta’ midjum gdid, biex
b’hekk bl-ispecijiet li jikbru malajr, il-koncentrazzjoni inizjali hija madwar 100 darba izghar mill-kultura l-qadima.

Ir-rata ta’ tkabbir ta’ speci tista’ tigi ddeterminata mill-kurva tat-tkabbir. Jekk dan ikun maghruf, huwa possibbli li tigi
stmata d-densita li biha ghandha tigi ttrasferita fil-midjum il-gdid. Dan ghandu jsir qabel ma l-kultura tilhaq il-fazi
tal-mewt.

Prekultura:

I-prekultura hija mahsuba biex taghti ammont ta’ algi xierqa ghall-inokulazzjoni tal-kulturi tat-test. II-prekultura hija
inkubatur fil-kundizzjonijiet tat-test u uzata meta tkun qieghda tikber b'mod esponenzjali, normalment wara perjodu
ta’ inkubazzjoni ta’ 2 sa 4 ijiem. Meta l-kulturi algali jkun fihom celloli deformati jew anormali, dawn ghandhom
jigu skartati.
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Appendici 5

Analizi tad-dejta skont ir-rigressjoni nonlineari
Kunsiderazzjonijiet generali

Ir-rispons ftestijiet algali u testijiet tat-tkabbir mikrobjali ohra — tkabbir tal-bijomassa — huwa min-natura tieghu
varjabbli kontinwu jew metriku — rata ta’ process jekk tintuza rata ta’ tkabbir u huwa integrali maz-zmien jekk
tintghazel il-bijjomassa. It-tnejn huma referenzjati ghar-rispons medju korrispondenti tal-kontrolli mhux esposti tar-
repliki li juru rispons massimu ghall-kundizzjonijiet imposti — b’dawl u temperatura bhala fatturi determinanti
principali tat-test algali. Is-sistema hija distribwita jew omogenja u l-bijomassa tista’ tidher bhala kontinwazzjoni
minghajr konsiderazzjoni tac-celloli individwali. Id-distribuzzjoni tal-varjanza tat-tip ta’ rispons ghal tali sistema hija
relatata unikament mal-fatturi sperimentali (generalment deskritti mil-log-normali jew distribuzzjonijiet normali tal-
izball). Dan b’kuntrast ghar-risponsi tal-bjjomassa tipici b'dejta kwantali ghal liema t-tolleranza (generalment
iddistribwita b'mod binomjali) tal-organizmi individwali li hafna drabi huma supponuti li huma komponent tal-
varjanza dominanti. Hawnhekk ir-risponsi tal-kontroll huma zero jew fil-livell ta’ sfond.

Fis-sitwazzjoni mhux ikkumplikata, ir-rispons normalizzat jew relattiv, r, jonqos monotonikament minn 1 (I-ebda
inibizzjoni) sa 0 (inibizzjoni ta’ 100 fil-mija). Wiehed ghandu jinnota li r-risponsi kollha ghandhom zball asso¢jat
maghhom u li l-inibizzjonijiet negattivi evidenti jistghu jigu kkalkolati bhala rizultat ta’ zball kazwali biss.

Analizi ta’ rigressjoni

Mudelli

Analizi ta’ regressjoni timmira li tiddeskrivi kwantitattivament il-kurva koncentrazzjoni-rispons fil-forma ta’ funzjoni
matematika regressjoni Y = f (C) jew aktar ta’ spiss F(Z) fejn Z = log C. Uzata inversament C = f-! (Y) thalli I-kalkolu
tal-figuri EC, li jinkludi I-ECy,, EC,, u EC,, u 1-95 % taghhom ta’ limiti ta’ kunfidenza. Diversi forom matematici
funzjonali semplici taw prova li jiddeskrivu b'success ir-relazzjonijiet bejn il-koncentrazzjoni u r-rispons miksuba fit-
testijiet tal’ inibizzjoni tat-tkabbir tal-alga. Il-funzjonijiet jinkludu ez. I-ekwazzjoni logistika, l-ekwazzjoni asimettrika
ta” Weibull u I-funzjoni tad-distribuzzjoni normali tal-log, li huma kollha kurvi ta’ sigmoid li asimptotikalment
jogorbu lejn iz-zero ghal C — 0 u wahda ghall-infinit ta’ C —.

L-uzu tal-mudelli tal-funzjoni tal-livell limitu kontinwu (ez. il-mudell ta’ Kooijman ‘ghall-inibizzjoni tat-tkabbir tal-
popolazzjoni’ Kooijman et al. 1996) gie propost dan l-ahhar jew alternattiv ghall-mudelli asintoti¢i. Dan il-mudell
jassumi xejn effetti fkoncentrazzjonijiet taht certu livell, ECy+, li huwa stmat permezz ta’ estrapolazzjoni tar-
relazzjoni rispons-koncentrazzjoni biex tintercetta l-bazi ta’ koncentrazzjoni permezz tal-uzu ta’ funzjoni kontinwa li
ma hijiex differenzjabbli fil-punt tat-tlug.

Kun af li l-analizi tista’ tkun sempli¢i minimizzazzjoni tas-somom tal-kwadri residwi (jekk tigi supponuta varjanza
kostanti) jew kwadri ppezati jekk l-eterogenita tal-varjanza tigi kkumpensata.

Procedura

Il-procedura tista’ tigi deskritta kif gej: Aghzel ekwazjoni funzjonali xierqa, Y = f(C), u adattaha ghad-dejta permezz
ta’ rigressjoni nonlineari. Idealment ghandek tuza I-kejliet minn kull flask individwali iktar milli I-medji tar-repliki,
sabiex testratta kemm jista’ jkun informazzjoni mid-dejta. Jekk il-varjanza tkun gholja, min-naha l-ohra, l-esperjenza
prattika tissuggerixxi li I-medji tar-repliki jistghu jipprovdu stima matematika iktar robusta li hija inqas influwenzata
minn zbalji sistematici fid-dejta, milli b’kull punt ta’ dejta individwali mizmum.

Ipplottja I-kurva mdahhla u d-dejta mkejla u ezamina jekk il-kurva mdahhla hijiex xierqa. Analizi tar-residwi tista’
tkun ghodda partikolarment utli ghal dan il-ghan. Jekk ir-relazzjoni funzjonali maghzula biex jiddahhal ir-rispons
tal-koncentrazzjoni ma tiddeskrivix sew il-kurva kollha jew xi parti essenzjali taghha, bhar-rispons fkoncentrazzjo-
nijiet baxxi, aghzel opzjoni ta’ dhul tal-kurva ohra — ez. kurva mhux asimettrika bhall-funzjoni ta’ Weibul minflok
wahda simettrika. L-inibizzjonijiet negattivi jistghu jkunu problema, perezempju bil-funzjoni tad-distribuzzjoni
normali tal-log li bl-istess mod titlob funzjoni tar-rigressjoni alternattiva. Mhuwiex rakkomandat li tassenja valur
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zero jew pozittiv zghir ghal tali valuri negattivi peress li dan ifixkel id-distribuzzjoni tal-izball. Jista’ jkun adegwat li
jsir dhul ta’ kurvi separati fuq partijiet tal-kurva bhall-parti ta’ inibizzjoni baxxa sabiex jigu stmati figuri EC,
Ikkalkula mill-ekwazjoni mdahhla (permezz ta’ ‘estimazzjoni inversa’, C = f '(Y)), stimi karatteristici ta’ punt EC's,u
rraporta bhala minimu I-EC; u wiehed jew Zewg stimi EC, , ,. L-esperjenza mill-ittestjar prattiku wriet li l-precizjoni
tat-test algali normalment tippermetti stima ragonevolment preciza fil-livell tal-inibizzjoni ta’ 10 % jekk il-punti ta’
dejta jkunu suffi¢jenti — sakemm ikun hemm stimulazzjoni fkoncentrazzjonijiet baxxa bhala fattur ta’ konfuzjoni.
Il-precizjoni ta’ stima EC,, hija ta’ spiss konsiderevolment ahjar minn dik ta’ EC,,, ghaliex 1-EC,, huwa generalment
ippozizzjonat fuq il-parti bejn wiehed u ichor lineari tal-kurva centrali koncentrazzjoni rispons. Xi drabi huwa
difficli li ssir interpretazzjoni ta’ EC,, minhabba stimulazzjoni ta’ tkabbir. Ghalhekk, filwaqt li I-EC,, hija normalment
miksuba b’akkurezza suffi¢jenti, huwa wkoll rakkomandat li tirraporta dejjem 1-EC,,,.

Fatturi ta’ ppezar

ll-varjanza sperimentali, generalment mhijiex konsistenti u generalment tinkludi komponenti proporzjonali, u
ghalhekk normalment titwettaq rigressjoni ppezata b'mod vantaggjuz. Il-fatturi ta’ ppezar ghal tali analizi,
normalment huma prezunti bhala proporzjonalment inversi ghall-varjanza:

W, = 1/Var(r)

Hafna programmi ta’ rigressjoni jippermettu l-opzjoni ta’ analizi ta’ rigressjoni ppezata bfatturi ta’ ponderazzjoni
elenkati ftabella. B'mod konvenjenti I-fatturi ta’ ppezar ghandhom jigu normalizzati billi dawn jigu mmoltiplikati
b'n/T w; (n huwa n-numru ta’ punti ta’ dejta) biex b’hekk it-total taghhom ikun wiehed.

Risponsi normalizzanti

In-normalizzazzjoni permezz tar-rispons ta’ kontroll medju twassal ghal xi problemi ewlenin u taghti lok ghal
struttura ta’ varjanza pjuttost ikkumplikata. Meta wiehed jagsam ir-risponsi bir-rispons ta’ kontroll medju ghall-kisba
tal-percentwal ta’ inibizzjoni, jintroduci zball addizzjonali kkawzat mill-izball fil-medja tal-kontroll. Sakemm dan -
izball ma jkunx negligibbilment zghir, il-fatturi ta’ ppezar fil-limiti ta’ rigressjoni u kunfidenza ghandhom jigu
korretti ghall-kovarjanza mal-kontroll (Draper u Smith, 1981). Kun af li I-precizjoni gholja fuq ir-rispons ta’ kontroll
medju stmat huwa importanti sabiex titnaqqas il-varjanza globali ghar-rispons relattiv. Din il-varjanza hija kif gej:

(Is-sottoskritt i jirreferi ghal-livell ta’ koncentrazzjoni u s-sottoskritt 0 ghall-kontrolli)
Yi = Rispons relattiv = ri/r0 = 1 -1 = f(C)

bil-varjanza Var(Y )) = Var (rr,) = (OYi [ Or)? - Var(r) + ((9Y,] Or,)? - Var(r,)

u ghax (9Y, Or) = 1Jr, u (Y |/ Or,) = r/r,2

b’dejta normalment distribwita u m, u m, repliki: Var(r, ) = 02/m,

il-varjanza totali tar-rispons relattiva, Y, ghalhekk issir:

Var(Y) = 0%/(r,? 'm) + 1.2 - 62[r,* 'm,

L-izball fil-medja tal-kontroll huwa proporzjonat b'mod invers ghall-gherq kwadrat tan-numru tar-repliki tal-kontroll
bhala medja, u xi drabi jista’ jkun iggustifikat biex jinkludi dejta storika u b’dan il-mod inaqqas bil-qawwi l-izball.
Procedura alternattiva mhijiex dik 1i tigi nnormalizzata d-dejta u jitqieghdu risponsi assoluti inkluza d-dejta tar-
rispons ta’ kontroll izda li jigi introdott valur tar-rispons ta’ kontroll bhala parametru addizzjonali li ghandu
jiddahhal brigressjoni nonlineari. B'ekwazzjoni tar-rigressjoni b2 parametri tas-soltu, dan il-metodu jehtieg li
jiddahhlu 3 parametri u, ghalhekk, jirrekjedi iktar punti ta’ dejta minn rigressjoni nonlineari fuq id-dejta li hi
normalizzata permezz ta’ rispons predeterminat ta’ kontroll.
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Intervalli ta’ kunfidenza inversi

Il-kalkolu tal-intervalli ta’ kunfidenza tar-rigressjoni mhux lineari minn stima inversa huwa pjuttost kumpless u
mhux opzjoni standard disponibbi fpakketti ta’ programmi statistici tal-kompjuter ordinarji. Limiti ta’ kunfidenza
approssimattivi jistghu jigu miksuba ma’ programmi standard ta’ regressjoni non-lineari ma’ riparametrizzazzjoni
(Bruce u Versteeg, 1992), li jinvolvu I-kitba mill-gdid tal-ekwazjoni matematika bil-punti ta’ stima mixtieqa, ez. l-EC,,
u -EC,, bhala parametri li ghandhom jigu stmati. (Halli I-funzjoni tkun I = f (a, p, Koncentrazzjoni) u uza r-relazzjo-
nijiet tad-definizzjoni f (a, B, EC,;) = 0,1 u f (o, B, EC5, ) = 0,5 ghas-sostitut { (a, B, koncentrazzjoni ) b’funzjoni
ekwivalenti g( EC,,, EC,,, konc¢entrazzjoni).

Kalkulazzjoni aktar diretta (Andersen et al, 1998) hija maghmula permezz taz-zamma tal-ekwazjoni originali u l-uzu
ta’ espansjoni ta’ Taylor madwar il-medji ta’ r; u r,

Dan l-ahhar il“metodi boot strap’ saru popolari. Tali metodi juzaw id-dejta mkejla u kampjunar mill-gdid frekwenti
mmexxi minn generatur tan-numri kazwali biex tigi stmata d-distribuzzjoni tal-varjanza empirika.
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(4) T-Kapitolu C.11 huwa sostitwit ma’ dan li gej:

“C.11. HAMA ATTIVATA, TEST TAL-INIBIZZJONI RESPIRATORJA (KARBONJU U OSSIDAZZJONI TAL-
AMMONIJAKA)

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 209 tal-OECD (2010) Dan il-metodu
ta’ ttestjar jiddeskrivi metodu biex jiddetermina l-effetti ta” sustanza kimika fuq il-mikro-organizmi minn hama
attivata (fil-bicca l-kbira batterji) billi titkejjel ir-rata ta’ respirazzjoni taghhom (karbonju ufjew ossidazzjoni tal-
ammonju) fkundizzjonijiet iddefiniti fil-prezenza ta’ koncentrazzjonijiet differenti tas-sustanza kimika tat-test.
II-metodu ta’ ttestjar huwa bbazat fuq it-test ETAD (1) (2) (Assocjazzjoni Ekologika u Tossikologika tal-
industrija tal-Manifattura tas-Sustanzi taz-Zebgha), fuq I-OECD TG 209 precedenti (3) u fuq I-Istandard 1SO
rivedut 8192 (4). L-iskop tat-test huwa li jipprovdi metodu ta’ skrinjar rapidu biex jivvaluta l-effetti tas-sustanzi
kimici fuq il-mikro-organizmi tal-hama attivata tal-istadju (aerobiku) bijologiku tal-impjanti tat-trattament tal-
ilma mormi. Ir-rizultati tat-test jistghu jservu wkoll bhala indikatur ta’ koncentrazzjonijiet mhux inibitorji
xierqa tas-sustanzi kimici tat-test li ghandhom jintuzaw fit-testijiet tal-bjjodegradabilita (perzempju Kapitoli C.4
A-F, C.9, C.10, C12 u C.29 ta’ dan l-Anness, OECD TG302(). Fdan il-kaz, it-test jista’ jitwettaq bhala test tal-
iskrinjar, b'mod simili ghas-sejba tal-medda jew it-test tal-limitu (ara l-paragrafu 39), li jikkunsidra r-
respirazzjoni globali biss. Madankollu, din l-informazzjoni ghandha titqies b’attenzjoni ghal testijiet tal-bijode-
gradabbilta lesti (Kapitolu C.4 A-F u C.29 ta’ dan l-Anness) ghal liema l-koncentrazzjoni tal-inokulu hija
sinifikament ingas minn dik uzata fdan il-metodu ta’ ttestjar. Fil-fatt, nuqqas ta’ inibizzjoni fdan it-test tar-
respirazzjoni mhux bilfors jirrizulta fkudizzjonijiet mhux inibitorji fit-test tal-bijodegradabilita facli tal-
Kapitoli C.4 A-F jew C.29 ta’ dan I-Anness.
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2. B'mod generali, l-inibizzjoni tar-respirazzjoni tidher li giet applikata b’success minn mindu giet applikata 1-
ewwel, izda fxi okkazjonijiet gew irrapportati rizultati foloz, ez. (2) (4) (5). Kurvi ta’ respirazzjoni relatati mal-
koncentrazzjoni xi drabi jkunu maqsumin fzewg fazijiet, il-plotts ta’ doza-rispons tghawgu u l-valuri EC,
kienu baxxi b'mod mhux mistenni (5). L-investigazzjonijiet urew li tali rizultati jinkisbu meta l-hama attivata
uzata fit-test tinnitrifika b'mod sinifikanti u s-sustanza kimika tat-test ghandha effett ikbar fuq l-ossidazzjoni
tal-ammonju milli fuq l-ossidazzjoni eterotrofika generali. Ghalhekk, dawn ir-rizultati foloz jistghu jinghelbu
billi jsir ittestjar addizzjonali permezz ta’ inibitur specifiku tan-nitrifikazzjoni. Bil-kejl tar-rati ta’ tehid tal-
ossigenu fil-prezenza u n-nuqgas ta’ tali inibitur, ez. N-alliltjourea (ATU), jistghu jigu kkalkolati r-rati ta’ tehid
tal-ossigenu eterotrofiku u ta’ nitrifikazzjoni separat totali (4) (7) (8). Ghalhekk, l-effetti inibitorji ta’ sustanza
kimika tat-test fuq iz-zewg processi jistghu jigu ddeterminati u l-valuri ECy, kemm ghall-ossidazzjoni tal-
karbonju organiku (eterotrofika) kif ukoll l-ossidazzjoni tal-ammonijaka (nitrifikazzjoni) jistghu jigu kkalkolati
bhas-soltu. Ta’ min jinnota li fxi kazijiet rari, l-effett inibitorju ta’ N-alliltjourea jista’ jithassar parzjalment jew
kompletament bhala rizultat tal-kumplessazzjoni mas-sustanzi kimici tat-test jew is-supplimenti tal-midjum, ez.
joni Cu** (6). ljoni Cu™ huma essenzjali ghal Nitrosomonas, izda huma tossic¢i fkoncentrazzjoni oghla.

3. Il-htiega ghal nitrifikazzjoni fit-trattament ajrobiku tal-ilmijiet mormija, bhala pass mehtieg fil-process ta’
tnehhija tal-komposti tan-nitrogenu mill-ilmijiet mormija b’denitrifikazzjoni ghall-prodotti gassuzi, saret urgenti
b'mod partikolari fil-pajjizi Ewropej; I-UE issa stabbilixxiet limiti iktar baxxi ghall-koncentrazzjoni ta’ nitrogenu
fl-effluwenti trattati skarikati fl-ilmijiet riceventi. (*).

4. Ghall-bicca I-kbira tal-kazijiet, il-metodu biex jigi vvalutat l-effett fuq il-processi ta” ossidazzjoni tal-karbonju
organiku wahdu huwa bizzejjed. Madankollu, fxi kazijiet tkun mehtiega ezaminazzjoni tal-effett fuq in-nitrifi-
kazzjoni wahedha, jew kemm fuq in-nitrifikazzjoni kif ukoll fuq l-ossidazzjoni tal-karbonju organiku b’'mod
separat, ghall-interpretazzjoni tar-rizultati u l-fehim tal-effetti.

PRINCIPJU TAL-METODU TA’ TTESTJAR

5. Irrati ta’ respirazzjoni tal-kampjuni ta’ hama attivata moghtija drenagg sintetiku jitkejlu fcellola maghluga li
fiha elettrodu tal-ossigenu wara hin ta’ kuntatt ta’ 3 sighat. Bkunsiderazzjoni tax-xenarju ta’ espozizzjoni
realistiku, jaf ikunu xierga zminijiet ta’ kuntatt itwal. Jekk is-sustanza kimika tat-test tigi degradata malajr, ez.
b'mod abjotiku permezz ta’ idrolisi, jew hija volatili u l-koncentrazzjoni ma tistax tinzamm b'mod adegwat,
jista’ jintuza perjodu ta’ espozizzjoni addizzjonali igsar ta’ ez. 30 minuta. Is-sensittivita ta’ kull lott ta’ hama
attivata ghandha tigi vverifikata b’sustanza kimika ta’ referenza xierqa fil-jum tal-espozizzjoni. It-test
generalment jintuza biex jiddetermina 1-EC, (ez. EC,,) tas-sustanza kimika tat-test ufjew il-koncentrazzjoni bla
effett osservat (NOEC).

6. L-inibizzjoni tat-tehid tal-ossigenu minn mikro-organizmi li jossidaw il-karbonju organiku tista’ tkun espressa
b'mod separat minn dik minn mikro-organizmi li jossidaw l-ammonju permezz tal-kejl tar-rati ta’ tehid ta’
ossigenu fin-nuqqas u l-prezenza ta’ N-alliltjourea, inibitur specifiku tal-ossidazzjoni tal-ammonju ghan-nitrit
mill-batterji nitrifikanti tal-ewwel stadju. Fdan il-kaz, il-percentwal ta’ inibizzjoni tar-rata ta’ tehid ta’ ossigenu
huwa kkalkolat bi tqabbil tar-rata ta’ tehid ta’ ossigenu fil-prezenza ta’ sustanza kimika tat-test bir-rata ta’ tehid
tal-ossigenu medja tal-kontrolli korrispondenti li ma fihom ebda sustanza kimika tat-test, kemm fil-prezenza
kif ukoll fin-nuqqas tal-inibitur specifiku, N-alliltjourea.

7. Kwalunkwe tehid ta’ ossigenu li jirrizulta minn processi abijotici jista’ jigi skopert billi tigi ddeterminata r-rata
fit-tahlitiet tas-sustanza kimika tat-test, il-midjum tad-drenagg sintetiku u l-ilma, filwaqt li tithalla barra l-hama
attivata.

INFORMAZZJONI TAS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

8.  L-identifikazzjoni (idealment in-numru CAS), l-isem (IUPAC), il-purita, is-solubbilta fl-ilma, il-pressjoni tal-fwar,
il-volatilita u l-karatteristici tal-adsorbiment tas-sustanza kimika tat-test ghandhom ikunu maghrufa biex issir 1-
interpretazzjoni korretta tar-rizultati. Normalment, is-sustanzi kimiki volatili ma jistghux jigu ttestjati b’'mod
adegwat sakemm ma jittihdux prekawzzjonijiet specjali (ara l-paragrafu 21).

() I1d-Direttiva tal-Kunsill 91/271/KEE tal-21 ta’ Mejju 1991 dwar it-trattament ta’ l-ilma urban mormi. GUL 135, 30.5.1991, p. 40
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APPLIKABBILTA TAL-METODU TA’ TTESTJAR

9. Il-metodu ta’ ttestjar jista’ jigi applikat ghal sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma, li ma tantx jinhallu u sustanzi
kimici volatili. Madankollu, mhux dejjem jaf ikun possibbli li jinkisbu valuri EC,, b’sustanzi kimici ta’ solubbilta
limitata u rizultati validi b'sustanzi kimici volatili jistghu jinkisbu biss sakemm il-bi¢ca I-kbira (xi > 80 %) tas-
sustanza kimika tat-test tibqa’ fit-tahlita tar-reazzjoni fi tmiem il-perjodu/perjodi ta’ espozizzjoni. Ghandha tigi
sottomessa dejta ta’ appogg analitika addizzjonali biex tigi rfinata l-koncentrazzjoni EC, meta jkun hemm xi
incertezza dwar l-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test jew il-volatilita taghha.

SUSTANZI KIMICI TA’ REFERENZA

10. Is-sustanzi kimici ta’ referenza ghandhom jigu ttestjati perjodikament sabiex jigi zgurat li -metodu ta’ ttestjar u
l-kundizzjonijiet tat-test huma affidabbli, u biex tigi ¢cekkjata s-sensittivita ta’ kull lott ta’ hama attivata uzata
bhala inokulu mikrobjali dakinhar tal-espozizzjoni. Is-sustanza kimika 3,5-diklorofenol (3,5-DCP) hija
rakkomandata bhala s-sustanza kimika inibitorja ta’ referenza, peress li hija inibitur maghruf tar-respirazzjoni u
tintuza fdiversi tipi ta’ test ghal inibizzjoni/tossicita (4). Jista’ jintuza wkoll sulfat tar-ram () pentaidrat bhala
sustanza kimika ta’ referenza ghall-inibizzjoni tar-respirazzjoni totali (9). N-metilanilina tista’ tintuza bhala
inibitur ta’ nitrifikazzjoni ta’ referenza specifiku (4).

KRITER]JI TA’ VALIDITA U RIPRODUCIBBILTA

11. Ir-rata ta’ tehid tal-ossigenu b’kontrolli inbjank (minghajr is-sustanza kimika tat-test jew is-sustanza kimika ta’
referenza) ma ghandhiex tkun inqas minn 20 mg ossigenu ghal kull gramma hama attivata (piz xott ta’ solidi
sospizi) f'siegha. Jekk ir-rata hija inqas, it-test ghandu jigi ripetut b’hama attivata mahsula jew mill-hama minn
sors iehor. Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni tar-rata ta’ tehid tal-ossigenu fir-repliki ta’ kontroll ma ghandux ikun
iktar ta’ 30 % fi tmiem it-test finali.

12. Fring test internazzjonali tal-2004 organizzat mill-ISO (4) permezz ta’ hama attivata derivata minn drenagg
domestiku, instab li I-ECy, ta’ 3,5-DCP hija fil-medda ta’ 2 mg/l sa 25 mg/l ghar-respirazzjoni totali, 5 mg/l sa
40 mg/l ghal respirazzjoni eterotropika u 0,1 mg/l sa 10 mg/l ghal respirazzjoni ta’ nitrifikazzjoni. Jekk 1-ECy,
ta’ 3,5-DCP ma taqax fil-medda mistennija, it-test ghandu jigi ripetut b’hama attivata minn sors iehor. L-EC, ta’
sulfat tar-ram (II) pentaidrat ghandha taqa’ fil-medda ta’ 53-155 mg/l ghar-respirazzjoni totali (9).

DESKRIZZJONI TAL-METODU TA’ TTESTJAR
Recipjenti u apparat tal-ittestjar

13. Ghandu jintuza t-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u dawn li gejjin:

(a) Recipjenti tat-test — perezempju, bekkijiet ta’ 1 000 ml biex ikun fihom 500 ml tahlita ta’ reazzjoni (ara 5
fFig.1);

(b) Celloli u aé¢essorji ghall-kejl ta” koncentrazzjoni ta’ ossigenu dissolt; elettrodu tal-ossigenu xierag; cellola
maghluqga biex tinkludi l-kampjun minghajr ebda spazju vojt fugani u registratur (ez. 7, 8, 9 fFig.1 tal-
Appendici 2); inkella, jista’ jintuza flixkun BOD bi sleeve adaptor xieraq ghall-issigillar tal-elettrodu tal-
ossigenu mal-ghonq tal-flixkun (ara Fig. 2 tal-Appendici 3). Biex jigi evitat it-telf ta’ likwidu spostat mal-
inserzjoni tal-elettrodu tal-ossigenu, huwa rakkomandat li l-ewwel jiddahhal lembut jew tubu tal-hgieg mis-
sleeve, jew li jintuzaw recipjenti b’rimmijiet flared-out. Fiz-zewg kazijiet ghandu jintuza hawwad manjetiku
jew metodu ta’ thawwid alternattiv, ez. sonda awtomatika ta’ tahwid;

(c) Hawwada manjetici u segwituri, mghottijin b’'materjali inerti, ghall-uzu fkompartiment tal-kejl ufjew fir-
recipjenti tat-test;

(d) Apparat ta’ arjazzjoni: jekk ikun mehtieg, ghandha tinghadda arja kumpressa permezz ta’ filtru xieraq biex
jitnehha t-trab u z-Zejt u permezz ta’ fliexken tal-hasil li fihom l-ilma biex tigi umidifikata l-arja. II-
kontenuti tar-recipjenti ghandhom jigu arjati b’pipetti tal-Pasteur, jew apparat ta’ arjazzjoni iehor, li ma
jassorbix sustanzi kimici. Hawwad orbitali mhaddem fvelocitajiet orbitanti bejn 150 u 250 rpm bi flasks
perezempju, b’kapacita ta’ 2 000 ml, jistghu jintuzaw biex jissodisfaw id-domanda ta’ ossigenu ghall-hama
u jinghelbu d-diffikultajiet bis-sustanzi kimici li jipproducu raghwa eccessiva, huma volatili u ghalhekk
jintilfu, jew huma difficli biex tferrixhom meta jigu arjati bi sparging tal-arja. Is-sistema tat-test hija
generalment ta’ bekkijiet arjati kontinwament u sekwenzjalment stabbiliti (ez. fintervalli ta’ madwar
10 — 15-il minuta), imbaghad analizzati b'mod sekwenzali. Tista’ tintuza wkoll strumentazzjoni vvalidata
li tippermetti l-arjazzjoni simultanja u l-kejl tar-rata ta’ konsum tal-ossigenu fit-tahlitiet;
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(e) miter tal-pH;
(f) Iccentrifuga, centrifuga generali ta’ fuq il-bank ghal hama bkapacita ta’ 10 000 m/s2
Reagenti

14. Ghandhom jintuzaw biss reagenti bi grad analitiku l-hin kollu.

Ilma

15. Ghandu jintuza ilma distillat jew dejonizzat, li fih inqas minn 1 mg/l DOC, hlief meta jkun specifikat ilma tal-
vit minghajr klorin.

Ghalf minn drenagg sintetiku

16. Il-midjum ghandu jithejja biex ikun fih il-kostitwenti li gejjin fl-ammonti ddikjarati:

— pepton 16 g
— estratt tal-laham (jew estratt tal-hxejjex paragunabbli) 11¢g
— urea 3g
— klorur tas-sodju (NaCl) 0,7 ¢
— diidrat tal-klorur tal-kal¢ju (CaC1,, 2H,0) 04¢
— eptaidrat tas-sulfat tal-magnezju, (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— anhydrous potassium monohydrogen phosphate (K,HPO,) 2,8g

— ilma distillat jew dejonizzat sa litru

17. 1-pH ta’ din is-soluzzjoni ghandu jkun ta’ 7,5 + 0,5. Jekk il-midjum imhejji ma jintuzax mill-ewwel, dan
ghandu jinhazen fid-dlam f0 °C sa 4 °C, ghal mhux iktar minn gimgha jew fkundizzjonijiet, i ma jibdlux il-
kompozizzjoni tieghu. Ta’ min jinnota li dan id-drenagg sintetiku huwa koncentrat ta’ 100 darba ta’ dak
deskritt fir-Rapport Tekniku tal-OECD ‘Metodu propost ghad-determinazzjoni tal-bjjodegradabbilta tas-
surfetanti uzati fid-detergenti sintenti¢i’ 11 ta’ Gunju 1976, b’zieda ta’ fosfat tal-idrogenu tad-dipotassju wkoll.

18. Inkella, il-komponenti tal-midjum jistghu jigi sterilizzati individwalment gabel il-hzin, jew il-pepton u l-estratt
tal-laham jistghu jizdiedu ftit qabel ma jsir it-test. Qabel l-uzu, il-midjum ghandu jithallat sew u 1-pH aggustat
jekk ikun mehtieg ghal pH 7,5 £ 0,5.

Sustanza kimika tat-test

19. Ghandha tigi ppreparata soluzzjoni ewlenija ghal sustanzi tat-test li jinhallu fl-ilma mill-ewwel sas-solubbilta
massima tal-ilma biss (precipitazzjonijiet mhumiex accettabbli). Sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma, it-tahlitiet
b’komponenti ta’ solubbilta fl-ilma differenti u s-sustanzi adsorbivi ghandhom jigu pponderati direttament fir-
recipjenti tat-test. Fdawn il-kazijiet, l-uzu ta’ soluzzjonijiet ewlenin jaf ikun alternattiva jekk il-koncentrazz-
jonijiet mahlula tas-sustanzi kimici tat-test huma analitikament determinati fir-recipjenti tat-test (qabel tizdied
hama attivata). Jekk jigu ppreparati frazzjonijiet akkomodati bl-ilma (WAFs), hija essenzjali wkoll determi-
nazzjoni analitika tal-koncentrazzjonijiet mahlula tas-sustanzi kimici tat-test fir-recipjenti tat-test. Ghandu jigi
evitat l-uzu ta’ solventi organici, agenti dispersivi/emulsifikanti biex tittejjeb is-solubbilta. Ultrasonikazzjoni tas-
soluzzjonijiet ewlenin u sospensjonijiet ta’ qabel it-tahlit, ez. ta’ matul il-lejl, huwa possibbli meta jkun hemm
informazzjoni adegwata disponibbli dwar l-istabbilita tas-sustanza kimika tat-test ftali kundizzjonijiet.

20. Is-sustanza kimika tat-test tista’ taffettwa hazin il-pH fi hdan is-sistema tal-ittestjar. Il-pH tat-tahlitiet ittrattati
bis-sustanza kimika tat-test ghandu jigi ddeterminat qabel il-konfigurazzjoni tat-test, fi prova preliminari, biex
jigi accertat jekk ikunx mehtieg aggustament tal-pH qabel it-test ewlieni u anki dakinhar tat-test ewlieni.
Soluzzjonijiet/sospensjonijiet tas-sustanza kimika tat-test fl-ilma ghandhom jigu newtralizzati qabel iz-zieda tal-
inokulu, jekk ikun mehtieg. Madankollu, peress li n-newtralizzazzjoni tista’ tibdel il-proprjetajiet kimici tas-
sustanza kimika, jista’ jsir iktar ittestjar, skont il-finijiet tal-istudju, biex jigi vvalutat l-effett tas-sustanza kimika
tat-test fuq il-hama minghajr l-aggustament tal-pH.
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21. L-effetti tossici tas-sustanzi kimici volatili, specjalment fit-testijiet li fihom l-arja tghaddi effervexxentement mis-
sistema, jistghu jirrizultaw flivelli ta’ effett varjabbli minhabba t-telf tas-sustanza matul il-perjodu ta’
espozizzjoni. Ghandha tigi ezercitata kawtela b'tali sustanzi billi ssir analizi specifika ghas-sustanza tat-tahlitiet
ta’ kontroll Ii fihom is-sustanza u jigi mmodifikat ir-regim ta’ arjazzjoni.

Sustanza kimika ta’ referenza

22. Jekk 3,5-diklorofenol jintuza bhala sustanza kimika ta’ referenza, ghandha tigi ppreparata soluzzjoni ta’ 1,00 g
ta’ 3,5-diklorofenol £1 000 ml ilma (15). Ghandu jintuza ilma shun ufjew ultrasonifikazzjoni biex jigi accellerat
ix-xoljiment u biex is-soluzzjoni tilhaq il-volum meta titkessah ghat-temperatura tal-kamra. Madankollu,
ghandu jigi zgurat li s-sustanza kimika ta’ referenza ma tinbidilx strutturalment. Il-pH tas-soluzzjoni ghandu
jigi ccekkjat u aggustat, jekk ikun mehtieg, bNaOH jew H,SO, sa pH 7 — 8.

23. Jekk jintuza sulfat tar-ram(l)pentaidrat bhala sustanza kimika ta’ referenza, jintuzaw koncentrazzjonijiet ta’
58 mgfl, 100 mg/l u 180 mg/l (fattur ta’ 1,8). Is-sustanza tigi ponderata dirrettament fir-recipjenti tat-test
(29 — 50 — 90 mg ghal volum totali ta’ 500 ml). Imbaghad tinhall b'234 ml ta’ ilma tal-vit awtoklavat. Is-
sulfat tar-ram(I)pentaidrat jinhall facilment. Meta jinbeda t-test, jizdiedu 16-il ml drenagg sintetiku u 250 ml
hama mizjuda.

Inibitur specifiku tan-nitrifikazzjoni

24. Ghandha tigi ppreparata soluzzjoni ewlenija ta’ 2,32 g/l N-alliltjourea (ATU). Iz-zieda ta’ 2,5 ml ta’ din is-
soluzzjoni ewlenija ma’ tahlita ta’ inkubazzjoni ta’ volum finali ta’ rizultati ta’ 500 ml fkoncentrazzjoni finali
ta’ 11,6 mg ATU/l (10~ *mol/]) li hija maghrufa bhala suffi¢jenti (4) biex tikkawza inibizzjoni ta’ 100 % fhama
attivata nitrifikanti li fiha 1,5 g/l solidi sospizi.

Kontroll abjotiku

25. Fcerti kundizzjonijiet rari, sustanza kimika tat-test bi proprjetajiet riducenti gawwija jistghu jikkawzaw konsum
ta’ ossigenu abjotiku li jista’ jitkejjel. F'tali kazijiet, huma mehtiega kontrolli abjotici biex issir diskriminazzjoni
bejn it-tehid ta’ ossigenu abjotiku mis-sustanza kimika tat-test u r-respirazzjoni mikrobjali. Jistghu jigu
ppreparati kontrolli abjoti¢i billi l-inokulu jithalla barra mit-tahlitiet tat-test. B'mod simili, kontrolli abjotici
minghajr inokulu jistghu jigu inkluzi meta jitwettqu mizuri analitici biex tigi ddeterminata l-koncentrazzjoni
milhuqa matul il-fazi ta’ espozizzjoni tal-ittestjar, ez. meta jintuzaw soluzzjonijiet ewlenin ta’ sustanzi kimici li
ma tantx jinhallu fl-ilma b’komponenti b’solubbilta fl-ilma differenti. Fkazijiet specifici, jaf ikun mehtieg li
jithejja kontroll abjotiku binokulu sterilizzat (ez. bl-awtoklavazzjoni jew iz-zieda ta’ tossikanti sterilizzati). Xi
sustanzi kimici jafu jipproducu jew jikkunsmaw ossigenu biss jekk l-erja tal-wic¢ hija kbira bizzejjed ghal
reazzjoni, anki jekk normalment iridu temperatura jew pressjoni ferm oghla biex jaghmlu hekk. Fdan ir-
rigward, ghandha tinghata attenzjoni specjali lis-sustanzi perossidici. Inokulu sterilizzat jipprovdi erja tal-wic¢
kbira.

Inokulu

26. Ghal uzu generali, ghandha tingabar hama attivata mill-hrug tat-tank ta’ arjazzjoni, jew qrib il-hrug mit-tank,
ta’ impjant ta’ trattament tal-ilma mormi operat sew li jircievi fil-bicca 1-kbira drenagg domestiku. Skont il-fini
tat-test, tipi jew sorsi ohra adegwata ta’ hama attivata, ez. hama mkabbra fil-laboratorju, tista’ tintuza fkoncen-
trazzjonijiet ta’ solidi sospizi xierqa ta’ 2 gfl sa 4 g/l. Madankollu, il-hama minn impjanti ta’ trattament
differenti x'aktarx li tesebixxi karatteristici u sensittivitajiet differenti.

27. Il-hama tista’ tintuza kif migbura izda l-frak ohxon ghandu jitnehha billi jithalla jogghod ghal perjodu qasir,
ez. 5 sa 15-il minuta, u bid-dekantazzjoni tas-saff ta’ fuq ta’ solidi rqaq jew billi jinghadda minn passatur (ez.
malja ta’ 1 mm?). Inkella, il-hama tista’ tigi omogenizzata fmikser ghal madwar 15-il sekonda jew iktar, izda
hija mehtiega kawtela fir-rigward tal-forzi laterali u l-bidla fit-temperatura li tista’ ssehh ghal perjodi twal ta’
tahlit.
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28. Hafna drabi huwa mehtieg il-hasil tal-hamrija, ez. jekk ir-rata ta’ respirazzjoni endogena tkun baxxa. Il-hama
ghandha l-ewwel tigi centrifugata ghal perjodu biex jigi prodott supernatant u gerbub ta’ solidi tad-drenagg, ez.
10 minuti fmadwar 10 000 m/s2. Il-likwidu supernatanti ghandu jintrema’ u I-hama ghandha tigi sospiza mill-
¢did filma tal-vit minghajr kloru, billi tithawwad, u l-ilma tal-hasil imbaghad ghandu jitnehha b’¢entrifu-
gazzjoni mill-gdid u billi jerga’ jitnehha. Il-process tal-hasil u ¢-¢entrifugazzjoni ghandu jigi ripetut, jekk ikun
mehtieg. Il-massa xotta ta’ volum maghruf ta’ hama sospiza mill-gdid ghandha tigi ddeterminata u I-hama tigi
kkoncentrata billi jitnehha I-likur jew tigi dilwita iktar filma tal-vit minghajr kloru biex jinkisbu I-koncentrazz-
jonijiet ta’ solidi tal-hama mehtiega ta’ 3 g/l. l-hama attivata ghandha tigi arjata kontinwament (ez. 2 l/minuta)
fit-temperatura tal-ittestjar u, fejn ikun possibbli tintuza fil-jum tal-gbir. Jekk dan ma jkunx possibbli, il-hama
kuljum ghandha tinghata drenagg sintetiku (50 ml hama attivata mdahhla/l ta’ drenagg sintetiku) ghal jumejn
ohra. Imbaghad il-hama tintuza ghat-test u r-rizultati jigu accettati bhala validi, sakemm ma tkun sehhet ebda
bidla sinifikanti fl-attivita taghha, ivvalutata mirrata ta’ respirazzjoni eterotropika u ta’ nitrifikazzjoni
endogena.

29. Jistghu jinqalghu diffikultajiet jekk ikun hemm raghwa matul l-inkubazzjoni sal-punt li r-raghwa u s-solidi tal-
hama li jingarru maghha, jinhargu mir-recipjenti tal-arjazzjoni. Xi drabi, ir-raghwa tista’ semplicement tirrizulta
mill-prezenta tad-drenagg sintetiku, izda wiched ghandu janti¢ipa l-formazzjoni rar-raghwa jekk is-sustanza
kimika tat-test hija, jew fiha, agent tensjoattiv. Telf ta’ solidi tal-hama mit-tahlitiet tal-ittestjar sejjer jirrizulta
frati ta’ respirazzjoni artificjalment inqas li bi zball jistghu jigu interpretati bhala rizultat tal-inibizzjoni. Barra
minn hekk, l-arjazzjoni ta’ soluzzjoni ta’ agent tensjoattiv tikkoncentra l-agent tensjoattiv fis-saff tar-raghwa;
telf tar-raghwa mis-sistema tal-ittestjar sejjer ibaxxi l-koncentrazzjonijiet tal-espozizzjoni. Ir-raghwa tista’
semplicement tigi kkontrollata b'metodi mekkanici semplici (ez. billi xi drabi tithawwad manwalment permezz
ta’ virga tal-hgieg) jew biz-zieda ta’ agent kontra r-raghwa b’emulsjoni tas-silicju minghajr agenti tensjoattivi
ufjew bl-uzu tal-metodu ta’ arjazzjoni tat-thawwid tal-flask. Jekk il-problema hija asso¢jata mal-prezenza tad-
drenagg sintetiku, il-kompozizzjoni tad-drenagg ghandha tigi mmodifikata billi jigi inkluz reagent kontra r-
raghwa brata ta’ ez. 50 plfl. Jekk ir-raghwa hija kkawzata mis-sustanza kimika tat-test, il-kwantitd mehtiega
ghat-tnaqqis ghandha tigi ddeterminata fil-koncentrazzjoni tat-test massima, u mbaghad ir-recipjenti ta’
arjazzjoni individwali kollha ghandhom jigu ttrattati bl-istess mod (inkluz dawk, ez. kontrolli inbjanki u 1-
recipjenti ta’ referenza fejn ma jkunx hemm raghwa). Jekk jintuzaw agenti kontra r-raghwa, ma ghandu jkun
hemm ebda interazzjoni mal-inokulu u/jew is-sustanza kimika tat-test.

PROCEDURA TAT-TEST

30. L-inibizzjoni ta’ tliet drabi differenti ta’ tehid ta’ ossigenu tista’ tkun determinata, totali, eterotropatika biss u
dan minhabba n-nitrifikazzjoni. Normalment, il-kejl tal-inibizzjoni tat-tehid tal-ossigenu totali ghandu jkun
adegwat. L-effetti fuq it-tehid tal-ossigenu eterotropatiku mill-ossidazzjoni tal-karbonju organiku, u minhabba 1-
ossidazzjoni tal-ammonijaka huma mehtiega meta jkun hemm rekwizit specifiku ghal tali zewg punti ta’ tmiem
separati ghal sustanza kimika partikolari jew (b'mod fakultattiv) biex jigu spjegati kurvi ta’ doza-rispons atipici
mill-inibizzjoni tat-tehid totali tal-ossigenu.

Kundizzjonijiet tat-test

31. It-test ghandu jitwettaq ftemperatura fi hdan il-medda ta’ 20 + 2 °C.

Tahlitiet tat-test

32. Ghandhom jigu ppreparati t-tahtliet tal-ittestjar (F, bhal fit-Tabella 1) li fihom l-ilma, ghalf tad-drenagg sintetiku
u s-sustanza kimika tat-test biex jinkisbu koncentrazzjonijiet nominali differenti tas-sustanza kimika tat-test
(Ara t-Tabella 1 ghal ezempji tal-volumi tal-kostitwenti). Il-pH ghandu jigi aggustat ghal 7,5 £ 0,5, jekk ikun
mehtieg, it-tahlitiet ghandhom jithalltu bl-ilma u l-inokulu mizjud biex jinkisbu volumi finali ugwali fir-
recipjenti u biex tinbeda l-arjazzjoni.

Tahlitiet ta’ referenza

33. It-tahlitiet (F,) ghandhom jigu ppreparati bis-sustanza kimika ta’ referenza, ez. 3,5-diklorofenol, minflok is-
sustanza kimika tat-test bl-istess mod bhat-tahlitiet tal-ittestjar.
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Kontrolli inbjank

34. Fil-bidu (Fy) u fi tmiem il-perjodu ta’ espozizzjoni fit-testijiet li fihom il-bekkijiet jigu kkonfigurati sekwenz-
jalment fintervalli ghandhom jigu ppreparati kontrolli inbjanki (FB). Fit-testijiet imwettqa permezz ta’ taghmir
li jippermetti li jsiru kejliet simultanji tal-konsum tal-ossigenu, ghandhom tal-inqas jigu inkluzi zewg kontrolli
inbjanki fkull lott ta’ analizi simultanja. Il-kontrolli inbjank li fihom volum ugwali ta’ hama attivata u midjum
sintetiku izda mhux sustanza kimika tat-test jew ta’ referenza. Dawn ghandhom jithalltu mal-ilma sal-istess
volum bhat-tahlitiet tat-test u ta’ referenza.

Kontroll abjotiku

35. Jekk ikun mehtieg, perezempju jekk sustanza kimika tat-test hija maghrufa jew suspettata li ghandha proprje-
tajiet riducenti qawwija, ghandha tigi pprepata tahlita F, biex jitkejjel il-konsum tal-ossigenu abjotiku. It-tahlita
ghandu jkollha l-istess ammonti ta’ sustanza kimika tat-test, ghalf tad-drenagg sintetiku u l-istess volum bhat-
tahlitiet tat-test, izda ebda hama attivata.

Procedura u kejliet generali

36. It-tahlitiet tat-test, it-tahlitiet ta’ referenza u l-kontrolli inbjank u abijotici huma inkubati fit-temperatura tal-
ittestjar fkundizzjonijiet ta’ arjazzjoni sfurzata (0,5 sa 1 l/min) biex il-koncentrazzjoni tal-ossigenu mahlul
tinzamm ‘il fuq minn 60 % — 70 % saturazzjoni u biex il-frak tal-hama jinzamm f'sospensjoni. Huwa mehtieg
ukoll i I-kulturi jithawdu biex il-frak tal-hama jinzamm fsospensjoni. L-inkubazzjoni hija kkunsidrata mibdija
mal-kuntatt inizjali tal-inokulu tal-hama attivata ma’ kosistwenti ohra tat-tahlita finali. Fi tmiem l-inkubazzjoni,
wara l-hinijiet ta’ espozizzjoni specifikati li s-soltu jkunu ta’ 3 sighat, il-kampjuni jigu rtirati biex titkejjel ir-rata
ta’ tnaqqis tal-koncentrazzjoni ta’ ossigenu dissolt fic-cellola ddisinjata ghal dan il-ghan (Fig.2 tal-Appendici 3)
jew fi flixkun BOD mimli kollu. II-mod li bih jinbdew l-inkubazzjonijiet jiddependi fuq il-kapacita tat-taghmir
uzat biex ikejjel ir-rati ta’ konsum tal-ossigenu. Perezempju, jekk jinkludi sonda tal-ossigenu wahda, il-kejliet
isiru b'mod individwali. Fdan il-kaz, id-diversi tahlitiet mehtiega ghat-test fid-drenagg sintetiku ghandhom jigu
ppreparati izda l-inokulu ghandu jinzamm, u l-porzjonijiet mehtiega ta’ hama ghandhom jizdiedu ma’ kull
recipjent tas-serje. Kull inkubazzjoni ghandha tinbeda sussegwentement, fintervalli konvenjentement puntwali
ta’ ez. 10 sa 15-il minuta. Inkella, is-sistema ta’ kejl tista’ tinkludi diversi sondi li jiffacilitaw kejliet multiplu
simultanji; fdan il-kaz, l-inokulu jista’ jizdied fl-istess hin ma’ gruppi ta’ re¢ipjenti xierqa.

37. Il-koncentrazzjoni tal-hama attivata fit-tahlitiet tal-ittestjar, ta’ referenza u inbjank kollha (izda mhux ta’ kontroll
abijotiku) hija nominalment 1,5 g/l ta’ solidi suspizi. Il-konsum ta’ ossigenu ghandu jitkejjel wara 3 sighat ta’
espozizzjoni. Ghandhom isiru kejliet addizzjonali tal-espozizzjoni ta’ 30 minuta kif xieraq u kif deskritt
precedentement fil-paragrafu 5.

Potenzjal ta’ nitrifikazzjoni tal-hama

38. Sabiex jigi deciz jekk il-hama tinitrifikax u, jekk iva, b'liema rata, ghandhom jigu ppreparati tahlitiet (F,) bhal
fit-tahlitiet ta’ kontroll inbjank u ta’ kontroll' addizzjonali (F,) li izda fihom ukoll N-alliltjourea £11,6 mg/l. It-
tahlitiet ghandhom jigu arjati u inkubati £20° + 2 °C ghal 3 sighat. Imbaghad ghandhom jitkejlu r-rata ta’ tehid
tal-ossigenu u ghandha tigi kkalkolata r-rata ta’ tehid tal-ossigenu minhabba n-nitrifikazzjoni.

Disinji tat-test

Test tas-sejba tal-medda

39. Meta jkun mehtieg jintuza test preliminari, biex tigi stmata l-medda ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika
tat-test mehtiega f'test finali ghad-determinazzjoni tal-inibizzjoni tal-konsum tal-ossigenu. Inkella, in-nuqqas ta’
inibizzjoni tal-konsum tal-ossigenu mis-sustanza kimika tat-test ftest preliminarji jista’ juri li test finali
mhuwiex mehtieg, izda ghandhom jigu inkluzi triplikati fl-oghla koncentrazzjoni ttestjata tat-test preliminari
(generalment 1 000 mg/l, izda li jiddependu fuq ir-rekwizit tad-dejta).
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Tabella 1

Ezempji ta’ tahlitiet ghat-test preliminari

Reagent Koncentrazzjoni Originali
Soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat- 10 g/l
test
Soluzzjoni ewlenija tal-midjum sintetiku Ara l-paragrafu 16
Sospensjoni ewlenija tal-hama attivata 3 g/l solidi suspizi
Dozagg frecipjenti tat-test (%)
Komponenti tat-tahlita
FTI FTZ FT?»-S FBI-2 FA
Soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat- 0,5 5 50 0 50
test (ml)
(paragrafi 19 sa 21)
Soluzzjoni ewlenija tal-ghalf ta’ drenagg sin- 16 16 16 16 16
tetiku (ml)
(paragrafu 16)
Sospensjoni ta’ hama attivata (ml) 250 250 250 250 250
(paragrafi 26 sa 29)
[Ima 233,5 229 184 234 434
(paragrafu 15)
Volum totali tat-tahlitiet (ml) 500 500 500 500 500
Koncentrazzjonijiet fit-tahlita
Sospensjoni tal-ittestjar (mg|l) 10 100 1 000 0 1 000
Hama attivata
(solidi sospizi) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

() L-istess procedura ghandha tigi segwita ghas-sustanza kimika ta’ referenza, biex jigu kkalkolati flasks Fy, ,

40. TIt-test ghandu jitwettaq tal-inqas permezz ta’ tliet koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test, perezempiju,
10 mg/l, 100 mg/l u 1 000 mg/l b’kontroll inbjank u, jekk ikun hemm bzonn, tal-inqas tliet kontrolli abjotici
bl-oghla koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test (ara bhala ezempju t-Tabella 1). Idealment l-inqas
koncentrazzjoni ma ghandu jkollha l-ebda effett fuq il-konsum tal-ossigenu. Ghandhom jigu kkalkolati r-rati ta’
tehid ta’ ossigenu u r-rata ta’ nitrifikazzjoni, jekk ikunu rilevanti; imbaghad ghandu jigi kkalkolat il-percentwal
ta’ inibizzjoni. Skont l-iskop tat-test, huwa possibbli wkoll li semplicement tigi ddeterminata t-tossicita ta’
koncentrazzjoni limitu, perezemju 1 000 mg/l. Jekk ma jsehh ebda effett tossiku statistikament sinifikanti f'din
il-koncentrazzjoni, mhuwiex mehtieg ittestjar ulterjuri fkoncentrazzjonijiet oghla jew inqas. Ghandu jigi nnotat
li sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma, tahlitiet b’komponenti ta’ solubbilta fl-ilma differenti u s-sustanzi
adsorbivi ghandhom jigu ponderati direttament fir-recipjenti tat-test. Fdan il-kaz, il-volum riservat ghas-
soluzzjoni ewlenija tas-sustanza tat-test ghandu jigi sostitwit b’ilma tat-tahlit.

Test finali
Inibizzjoni tat-tehid totali tal-ossigenu

41. It-test ghandu jitwettaq permezz ta’ medda ta’ koncentrazzjoni mnaqqsa mit-test preliminari. Sabiex jinkisbu
kemm I-NOEC kif ukoll I-EC, (ez. I-ECy), fil-bicca l-kbira tad-drabi huma rakkomandati sitt kontrolli u hames
koncentrazzjonijiet ta’ trattament fserje geometrika b’hames repliki. Il-kontroll abjotiku ma ghandux bzonn jigi
ripetut jekk ma kien hemm ebda tehid tal-ossigenu fit-test preliminari, izda jekk isehh tehid sinifikanti,
ghandhom jigu inkluzi kontrolli abijoti¢i ghal kull koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test. Is-sensittivita
tal-hama ghandha tigi vverifikata permezz tas-sustanza kimika ta’ referenza 3,5-diklorofenol. Is-sensittivita tal-
hama ghandha tigi vverifikata ghal kull serje ta’ testijiet, peress li s-sensittivita hija maghrufa li tvarja. Fil-kazijiet
kollha, il-kampjuni huma rtirati mir-recipjenti tat-test wara 3 sighat, u 30 minuta addizzjonali jekk ikun
mehtieg, ghall-kejl tar-rata ta’ tehid tal-ossigenu fic-cellola tal-elettrodi tal-ossigenu. Mid-dejta migbura, jigu
kkalkolati r-rati ta’ respirazzjoni specifici tat-tahlitiet ta’ kontroll u tal-ittestjar; imbaghad il-percentwal tal-
inibizzjoni jigi kkalkolat mill-ekwazzjoni 7, hawn taht.
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Distinzjoni bejn inibizzjoni ta’ respirazzjoni eterotropika u nitrifikazzjoni

42. L-uzu ta’ inibitur ta’ nitrifikazzjoni specifku, ATU, jippermetti l-valutazzjoni diretta tal-effetti inibitorji tas-
sustanzi kimici tat-test fuq l-ossidazzjoni eterotropika, u billi titnaqqas ir-rata ta’ tehid tal-ossigenu fil-prezenza
tal-ATU mir-rata ta’ tehid totali (l-ebda ATU prezenti), jistghu jigu kkalkolati l-effetti fuq ir-rata ta’ nitrifi-
kazzjoni. Ghandhom jigu ppreparati zew¢ settijiet ta’ tahlitiet ta’ reazzjoni skont id-disinji tal-ittestjar ghall-EC,
jew 1-NOEC deskritti fil-paragrafu 41, izda barra minn hekk, I-ATU ghandu jizdied ma’ kull tahlita ta’ sett
wiehed fil-koncentrazzjoni finali ta’ 11,6 mg/l, li ntweriet li tinibixxi kompletament in-nitrifikazzjoni fil-hama
b’koncentrazzjonijiet ta’ solidi sospizi sa 3 000 mg/l (4). Ir-rati ta’ tehid ta’ ossigenu ghandhom jitkejlu wara I-
perjodu ta’ espozizzjoni; dawn il-valuri diretti jirrapprezentaw ir-respirazzjoni eterotropika biss, u d-differenzi
bejn dawn ir-rati ta’ respirazzjoni u dawk totali korrispondenti jirrapprezentaw in-nitrifikazzjoni. Imbaghad
jigu kkalkolati d-diversi gradi ta’ inibizzjoni.

Kejl

43. Wara l-perjodu/perjodi ta’ espozizzjoni, ghandu jigi ttrasferit kampjun mill-ewwel recipjent ta’ arjazzjoni lejn
ic-cellola tal-elettrodi tal-ossigenu (Fig. 1 tal-Appendici 2) u l-koncentrazzjoni tal-ossigenu mahlula ghandha
titkejjel minnufih. Jekk tkun disponibbli sistema tal-elettrodi multipla, allura l-kejliet jistghu jsiru b’'mod
simultanju. It-tahwid (permezz ta’ kalamita mghottija) huwa essenzjali fl-istess rata bhal meta l-elettrodu jigi
kkalibrat biex jizgura li s-sonda tirrispondi b’dewmien minimu ghall-koncentrazzjonijiet tal-ossigenu li jinbidlu,
u biex ikun jista’ jitkejjel l-ossigenu regolari u riproduc¢ibbli fir-recipjent tal-kejl. Generalment, is-sistema tas-
sonda li tithawwad awtomatikament ta’ xi elettrodi tal-ossigenu hija adegwata. I¢-Cellola ghandha titlahlah bl-
ilma bejn kull kejl. Inkella, il-kampjun jista’ jintuza biex jimla flixkun BOD (Fig. 2 tal-Appendi¢i 3) mghammar
b’hawwad manjetiku. Imbaghad ghandha tiddahhal sonda tal-ossigenu bi sleeve adaptor fl-ghongq tal-flixkun u
l-hawwad manjetiku ghandu jigi attivat. Fiz-zewg kazijiet, il-koncentrazzjoni ta’ ossigenu dissolt ghandha
titkejjel b'mod kontinwu u rregistrata ghal perjodu, generalment 5 sa 10 minuti jew sakemm il-kon¢entrazzjoni
taga’ taht iz-2 mg/l. L-elettrodu ghandu jitnehha, it-tahlita terga’ titpogga fir-recipjent tal-arjazzjoni u
ghandhom jitkomplew l-arjazzjoni u t-tahwid, jekk ikun mehtieg kejl wara perjodi ta’ espozizzjoni twal.

Verifika tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test

44. Ghal xi finijiet, jaf ikun mehtieg i titkejjel il-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fir-recipjenti tat-test.
Wiehed ghandu jinnota li jekk jintuzaw soluzzjonijiet ewlenin ta’:

— sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma,
— tahlitiet bkomponenti b’solubbilta fl-ilma differenti, jew

— sustanzi b'solubbilta fl-ilma tajba, izda fejn il-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija tqarreb is-solubbilta
fl-ilma massima,

jintuza, il-parti mahlula hija maghrufa, u l-konc¢entrazzjoni reali tas-sustanza kimika tat-test li hija ttrasferita fir-
recipjenti tat-test mhijiex maghrufa. Sabiex tigi kkaratterizzata l-espozizzjoni, hija mehtiega stima analitika tal-
koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test fir-recipjenti tat-test. Biex jigu simplifikati l-kwistjonijiet,
ghandha ssir stima analitika gabel iz-zieda tal-inokulu. Minhabba l-fatt li -frazzjonijiet mahlula biss sejrin jigu
ttrasferiti fir-recipjenti tat-test, il-koncentrazzjonijiet imkejla jistghu jkunu baxxi hafna.

45. Sabiex tigi evitata analitika li tiehu I-hin u li tiswa hafna flus, huwa rakkomandat li s-sustanza kimika tat-test
tigi semplicement ppezata fir-recipjenti tat-test u li ssir referenza ghall-koncentrazzjoni nominali ponderata
inizjali ghal kalkoli sussegwenti. Mhijiex mehtiega distinzjoni bejn frazzjonijiet mahlula, mhux mahlula jew
adsorbiti tas-sustanza kimika tat-test peress li dawn il-frazzjonijiet kollha jidhru fkundizzjonijiet reali fimpjant
ta’ trattament tal-ilma mormi bl-istess mod, u dawn il-frazzjonijiet jista’ jvarjaw skont il-kompozizzjoni tad-
drenagg. L-ghan tal-metodu ta’ ttestjar huwa li jaghti stima realistika tal-koncentrazzjoni inibitorja u mhuwiex
xieraq biex jinvestiga fid-dettall liema frazzjonijiet jaghmlu kontribuzzjoni ghall-inibizzjoni tal-organizmi tal-
hama attivata. Fl-ahhar nett, is-sustanzi adsorbivi ghandhom jintiznu direttament ukoll fir-recipjenti tat-test; u
r-recipjenti ghandhom jigu silanizzati biex jitnaqqas it-telf permezz ta’ adsorbiment.
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DEJTA U RAPPORTAR
Kalkolu tar-rati ta’ tehid tal-ossigenu

46. Ir-rati ta’ tehid tal-ossigenu ghandhom jigu kkalkolati mill-medja tal-valuri mkejla, perzempju minn parti lineari
tal-graffs tal-koncentrazzjoni tal-ossigenu meta mqabbel mal-hin, billi jigu limitati l-kalkoli tal-koncentrazz-
jonijiet tal-ossigenu bejn 2,0 mg/l u 7,0 mg/l, peress li koncentrazzjonijiet oghla u inqas jistghu huma stess
jinfluwenzaw ir-rati ta’ konsum. Devjazzjoni minn dawn il-faxex ta’ koncentrazzjoni taht jew 'il fuq minn dawn
il-valuri hija xi drabi inevitabbli u mehtiega, perezempju, meta r-respirazzjoni tkun imrazzna hafna u
konsegwentement bil-mod hafna, jew jekk xi hama attivata partikolari jkollha respirazzjoni mghaggla hafna.
Dan huwa accettabbli sakemm is-sezzjonijiet estizi tal-graff tat-tehid huma dritti u l-gradjenti taghhom ma
jinbidlux peress li jghaddu mil-limiti ta’ 2,0 mg/l jew 7,0 mg/l O, Kwalunkwe sezzjoni mghawga tal-graff
tindika li s-sistema ta’ kejl gieghda tistabbilizza jew ir-rata ta’ tehid qieghda tinbidel u ma ghandhiex tintuza
ghall-kalkolu tar-rati ta’ respirazzjoni. Ir-rata ta’ tehid tal-ossigenu ghandha tigi espressa fmilligrammi ghal kull
litru fis-siegha (mg/lh) jew milligrammi ghall kull gramma hama xotta fis-siegha (mg/gh). Ir-rata ta’ konsum tal-
ossigenu, R, fmgflh, tista’ tigi kkalkolata jew interpolata mill-parti lineari tal-graff ta’ tnaqqis tal-ossigenu
rregistrata skont I-Ekwazzjoni 1:

R=(Q,-Q)Ax60 (1)
fejn:

Q, hija I-koncentrazzjoni tal-ossigenu fil-bidu tas-sezzjoni maghzula tal-fazi lineari (mg/l);
Q, hija l-koncentrazzjoni tal-ossigenu fi tmiem is-sezzjoni maghzula tal-fazi lineari (mg/l);

A, huwa l-intervall ta’ hin bejn dawn iz-zewg kejliet (min.).

47. Irrata ta’ respirazzjoni specifika (R) hija espressa bhala l-ammont ta’ ossigenu kkunsmat ghal kull gramma ta’
piz xott ta’ hama fis-siegha (mg/gh) skont I-Ekwazzjoni 2:

fejn SS hija l-koncentrazzjoni tas-solidi suspizi fit-tahlita tal-ittestjar (g/l).
48. L-indicijiet differenti ta’ R li jistghu jinghaqdu flimkien huma:

S rata specifika

T rata ta’ respirazzjoni totali

N rata minhabba respirazzjoni tan-nitrifikazzjoni
H rata minhabba respirazzjoni eterotropika

A rata minhabba l-processi abijotici

B rata bbazata fuq l-assaggi inbjank (medja)

Kalkolu tar-rata ta’ tehid tal-ossigenu minhabba n-nitrifikazzjoni

49. Irrelazzjoni bejn ir-respirazzjoni totali (R,), ir-respirazzjoni tan-nitrifikazzjoni (Ry) u r-respirazzjoni
eterotropika (R,,) tigi kkalkolata bl-Ekwazzjoni 3:
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fejn:
Ry hija r-rata ta’ tehid tal-ossigenu minhabba n-nitrifikazzjoni (mg/lh);
R, hija r-rata mkejla tar-rata tal-ossigenu mill-kontroll inbjank (l-ebda ATU; F,;) (mg/lh).

Ry, hija r-rata mkejla tar-rata tal-ossigenu tal-kontroll inbjank b’ATU mizjud (Fy) (mg/lh).

50. Din ir-relazzjoni hija valida ghal valuri vojta (Ry,, Ry Ryy), kontrolli abjotici (Ry,, Ry, Ry, u assaggi b’kimici
ta’ prova (Rys Ry Ry (mg/gh). Rati ta’ respirazzjoni specifici huma kkalkolati minn:

51. Jekk Ry hija insinifikanti (ez. < 5 % ta’ R; fkontrolli inbjanki) ftest preliminari, wiehed jista’ jassumi li t-tehid
tal-ossigenu eterotrofiku huwa ugwali ghat-tehid totali u li mhi gieghda ssehh ebda nitrifikazzjoni. Ikun
mehtieg sors alternattiv ta’ hama attivata, jekk it-testijiet kellhom jikkunsidraw l-effetti fuq il-mikro-organizmi
eterotrofici u nitrifikanti. Test finali jitwettaq jekk ikun hemm evidenza ta’ rati ta’ tehid tal-ossigenu suppressi
b’koncentrazzjonijiet tas-sustanzi kimici tat-test differenti.

Kalkolu tal-percentwal tal-inibizzjoni

52. Il-percentwal tal-inibizzjoni, I, tal-konsum tal-ossigenu totali fkull koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test,
jigi kkalkolat bl-Ekwazzjoni 7:

IT = [1 - (RT - RTA)/RTB] x 100 % (7)

53. Bl-istess mod, il-percentwal ta’ inibizzjoni tat-tehid tal-ossigenu eterotrofiku, I, fkull koncentrazzjoni tas-
sustanza kimika tat-test, jigi kkalkolat bl-Ekwazzjoni 8:

IH = [1 - (RH - RHA)/RHB] x 100 % (8)

54. Fl-ahhar nett, l-inibizzjoni tat-tehid tal-ossigenu minhabba n-nitrifikazzjoni, I, fkull konc¢entrazzjoni, tigi
kkalkolata bl-Ekwazzjoni 9:

Iy = [1 - R; — Ry)/(Ry; — Ryp)] x 100 % 9)

55. Il-percentwal tal-inibizzjoni tat-tehid tal-ossigenu ghandu jigi pplottjat mal-logaritmu tal-koncentrazzjoni tas-
sustanza kimika tat-test (kurva ta’ inibizzjoni, ara Fig.3 tal-Appendici 4). Il-kurvi ta’ inibizzjoni jigu pplottjati
ghal kull perjodu ta’ arjazzjoni ta’ 3 sighat jew addizzjonalment wara 30 minuta. Il-koncentrazzjoni tas-
sustanza kimika tat-test li tinibixxi t-tehid tal-ossigenu sa 50 % (EC,,) ghandha tigi kkalkolata jew interpolata
mill-graff. Jekk tkun disponibbli dejta xierqa, il-limiti ta’ kunfidenza ta’ 95 % ta’ EC,,, il-gradjent tal-kurva,
jistghu jigu kkalkolati jew interpolati l-valuri xierqa biex jigi mmarkat il-bidu tal-inibizzjoni (perezempju, EC,,
jew EC,o) u t-tmiem tal-medda ta’ inibizzjoni (ez., ECy, jew EC,y).

56. Ghandu jigi nnotat li fid-dawl tal-varjabbilta li hafna drabi tigi osservata fir-rizultati, fhafna kazijiet jaf ikun
sufficjenti li r-rizultati jigu espressi skont id-dags, perezempju:

EC,, <1 mgll
EC,, 1 mgfl sa 10 mg/l
EC,, 10 mg/l sa 100 mg/l

EC,, > 100mg/l
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Interpretazzjoni tar-rizultati
EC,

57. Il-valuri EC, inkluz il-limiti ta’ kunfidenza baxxi u superjuri asso¢jati taghhom ta’ 95 % ghall-parametru huma
kkalkolati permezz ta’ metodi statistici xierqa (ez. analizi probit, funzjoni logistika jew Weibull, metodu
Spearman-Karber trimmjat jew interpolazzjoni semplici (11)). EC, tinkiseb billi jiddahhal valur korrispondenti
ghal x % tal-medja ta’ kontroll fl-ekwazzjoni misjuba. Biex tigi kkalkolata I-EC;, jew kwalunkwe EC,, il-medji
ghal kull trattament (x) ghandhom ikunu soggetti ghal analizi tar-rigressjoni.

Stima NOEC

58. Jekk analizi statistika hija mahsuba biex tiddetermina I-NOEC, hija mehtiega statistika ghal kull recipjent
(recipjenti individwali jitqiesu repliki). Ghandhom jintuzaw metodi statistici xierqa skont id-Dokument tal-
OECD dwar l-Approcci Attwali fl-Analizi Statistika tad-Dejta Ekotossika: Gwida ghall-Applikazzjoni (11).
B'mod generali, l-effetti avversi tas-sustanza kimika tat-test meta mqabbel mal-kontroll huma investigati
permezz ta’ ttestjar tal-ipotezijiet (izghar) bi tmiem wiehed fp < 0,05.

Rapport tal-ittestjar
59. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Sustanza kimika tat-test
— isem komuni, isem is-sustanza kimika, numru CAS, purita;

— il-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika tat-test (ez. il-log K , is-solubbilta fl-ilma, il-pressjoni tal-
fwar, il-kostant ta’ Henry (H) u informazzjoni possibbli dwar id-destin tas-sustanza kimika tat-test, ez.
adsorbiment mal-hama attivata);

Sistema tat-test

— sors, kundizzjonijiet ta’ operazzjoni tal-impjant ta’ trattament tal-ilma mormi u l-influwent li jircievi, il-
koncentrazzjoni, it-trattament minn qabel u z-Zamma tal-hama attivata;

Kundizzjonijiet tat-test

— it-temperatura tal-ittestjar, il-pH matul l-ittestjar u d-durata tal-fazi(jiet) ta’ espozizzjoni;
Rizultati

— konsum specifiku tal-ossigenu tal-kontrolli (mg O,/(g * h ta’ hama);

— id-dejta mkejla, il-kurva(j) ta’ inibizzjoni u l-metodu ghall-kalkolu ta’ EC,;

— EC;, u, jekk ikun possibbli, 95 fil-mija tal-limiti ta’ kunfidenza, possibbilment EC,,, ECy,; possibbilment
NOEC u l-metodi statisti¢i uzati, jekk EC,, ma jistax jigi ddeterminat;

— irrizultati ghall-inibizzjoni totali, u jekk tkun mehtiega eterotrofika u nitrifikanti;
— tehid ta’ ossigenu abijotiku fil-kontroll fizikokimiku (jekk jintuza);
— l-isem tas-sustanza kimika ta’ referenza u r-rizultati b'din is-sustanza kimika;

— l-osservazzjonijiet u d-devjazzjonijiet kollha mill-procedura standard, li setghu jinfluwenzaw ir-rizultat.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Id-definizzjonijiet li gejjin huma applikabbli ghal dan il-metodu ta’ ttestjar.
Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

EC, (Koncentrazzjoni tal-effett ghall-effett ta’ x %) hija l-koncentrazzjoni li tikkawza x % tal-effett fuq I-
organizmi tal-ittestjar fperjodu ta’ espozizzjoni meta mqabbel ma’ kontroll. Perezempju, EC,, hija koncentrazzjoni

stmata li tikkawza effett fuq il-punt ta’ tmiem l-ittestjar £50 % ta’ popolazzjoni esposta fuq perjodu ta’ espozizzjoni
ddefinit.

NOEC (koncentrazzjoni bla effett osservat) hija l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fejn mhuwa
osservat ebda effett. Fdan it-test, il-koncentrazzjoni li tikkorrispondi ghall-NOEC, ma ghandha ebda effett statisti-
kament sinifikanti (p < 0,05) f'perjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqabbel mal-kontroll.

Sustanza kimika tal-ittestjar tfisser kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.
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Appendici 2
Fig. 1: Ezempji ghall-kejl tal-unita
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Appendiéi 3

Fig. 2: Ezempju tal-unita tal-kejl, permezz ta’ flixkun BOD
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Appendici 4

Fig. 3: Ezempji ta’ kurvi tal-inibizzjoni
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(5) I-Kapitolu C.26 huwa sostitwit ma’ dan li gej:
“C.26 TEST TAL-INIBIZZJONI TAT-TKABBIR TAL-ISPECI LEMNA
INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta' ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 221 tal-OECD (2006). Huwa
mahsub biex jivvaluta t-tossicita tas-sustanzi kimici lill-pjanti akkwatici tal-ilma helu tal-generu Lemna
(duckweed). Huwa bbazat fuq il-metodi ezistenti (1)(2)(3)(4)(5)(6) izda jinkludi modifikazzjonijiet ta’ dawn il-
metodi biex tigi riflessa r-ricerka ricenti u l-konsultazzjoni fuq ghadd ta’ kwistjonijiet ewlenin. Dan il-Metodu
ta’ Ttestjar gie vvalidat minn ring test internazzjonali (7).
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2. Dan il-metodu ta’ ttestjar jiddeskrivi l-ittestjar tat-tossicita permezz ta’ Lemna gibba u Lemna minor, li t-tnejn
intuzaw b'mod estensiv u huma s-suggett tal-istandards imsemmija hawn fuq. It-tassonomija ta’ Lemna spp. hija
difficli, peress li hija kkumplikata bl-ezistenza ta’ firxa wiesgha ta’ fenotipi. Ghalkemm tista’ ssehh varjabbilta
genetika fir-rispons ghat-tossikanti b’Lemna, bhalissa hemm dejta insufficjenti dwar dan is-sors ta’ varjabbilta
biex jigi rakkomandat klonu specifiku ghall-uzu ma’ dan il-metodu ta’ ttestjar. Ta’ min jinnota li t-test ma
jitwettaqx b’'mod akseniku, izda jittichdu passi fi stadji matul il-procedura tal-ittestjar biex il-kontaminazzjoni
minn organizmi ohra tinZamm kemm jista’ jkun baxxa.

3. Huma deskritti d-dettalji tal-ittestjar b'tigdid (semistatiku u bi fluss kontinwu) u minghajr tigdid (statiku) tas-
soluzzjoni tat-test. Skont l-objettivi tal-ittestjar u r-rekwiziti regolatorji, huwa rakkomandat li tigi kkunsidrata 1-
applikazzjoni ta’ metodi semistati¢i u bi fluss kontinwu, ez. ghal sustanzi kimici li jintilfu rapidament minn
soluzzjoni bhala rizultat ta’ volatilizzazzjoni, fotodegradazzjoni, precipitazzjoni jew bijodegradazzjoni. F'(8)
tinghata gwida ulterjuri.

4. Fl-Appendici 1 jinghataw id-definizzjonijiet uzati.

PRINCIPJU TAL-ITTESTJAR

5. Kulturi ta’ pjanti li jikbru b'mod esponenzjali tal-generu Lemna jistghu jikbru bhala monokulturi fkoncentraz-
zjonijiet differenti tas-sustanza kimika tat-test fperjodu ta’ sebat ijiem. L-objettiv tal-ittestjar huwa li jikkwan-
tifika l-effetti relatati mas-sustanzi kimici fuq it-tkabbir vegettativ matul dan il-perjodu abbazi ta’ valutazzjo-
nijiet tal-varjabbli ta’ kejl maghzula. L-ghadd ta’ frondi huwa l-varjabbli ta’ kejl primarju. Tal-inqas jitkejjel ukoll
varjabbli ta’ kejl iehor (erja totali tal-frondi, piz xott jew piz frisk), peress li xi sustanzi kimici jistghu jaffettwaw
varjabbli ta’ kejl ohra hafna iktar mill-ghadd ta’ frondi. Biex jigu kkwantifikati l-effetti relatati mas-sustanza, it-
tkabbir fis-soluzzjonijiet tat-test huwa mqabbel ma’ dak tal-kontrolli u l-konc¢entrazzjoni li twassal ghal rata ta’
x % ta’ inibizzjoni specifika ta’ tkabbir (ez. 50 %) hija ddeterminata u espressa bhala I-EC, (ez. EC5,)

6. Dan il-punt ta’ tmiem tat-test huwa l-inibizzjoni tat-tkabbir, espress bhala z-zieda logaritmika fil-varjabbli ta’
kejl (rata ta’ tkabbir specifika medja) matul il-perjodu ta’ espozizzjoni. Mir-rati medji ta’ tkabbir specifiku
rregistrati f'serje ta’ soluzzjonijiet tat-test, il-koncentrazzjoni li twassal ghal rata ta’ x % ta’ inibizzjoni specifika
ta’ tkabbir (ez. 50 %) hija ddeterminata u espressa bhala I-E C,_ (ez. E Cs).

7. Rispons varjabbli addizzjonali li jintuza fdan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa r-rendiment, li jista’ jkun mehtieg
sabiex jigu ssodisfati rekwiziti regolatorji specifici £xi pajjizi. Huwa ddefinit bhala l-varjabbli ta’ kejl fi tmiem il-
perjodu ta’ espozizzjoni li minnu jitnehha l-varjabbli ta’ kejl fil-bidu tal-perjodu ta’ espozizzjoni. Mill-prodott
registrat f'serje ta’ soluzzjonijiet tat-test, il-koncentrazzjoni ¢gib maghha x % specifikat ta’ rata ta’ inibizzjoni ta’
prodott (ez. 50 %) determinata u espressa bhala I-E,C, (ez. E,Cy).

8.  Barra minn hekk, jistghu jigu stabbiliti statistikament il-koncentrazzjoni bl-inqas effett osservat (LOEC) u 1-
koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC).

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

9.  Ghandu jkun disponibbli metodu analitiku, b'sensittivita adegwata ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza kimika
fil-midjum tat-test.

10. Informazzjoni fuq is-sustanza kimika tat-test li tista’ tkun utli biex jigu stabbiliti l-kundizzjonijiet tat-test
tinkludi I-formula strutturali, purita, solubilita tal-ilma, stabbilta fl-ilma u dawl, pK, K ,, pressjoni tal-fwar u
bijodegradabilita. Is-solubbilta fl-ilma u l-pressjoni tal-fwar jistghu jintuzaw biex jigi kkalkolat il-kostanti ta’
Henry's Law, li sejrin jindikaw jekk huwiex probabbli telf sinifikanti fis-sustanza kimika tat-test matul il-perjodu
tal-ittestjar. Dan sejjer jghin biex jindika jekk ghandhomx jittiehdu passi partikolari biex jigi kkontrollat tali telf.
Fejn l-informazzjoni dwar is-solubbilta u l-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test mhijiex certa, huwa
rakkomandat li dawn jigu vvalutati fil-kundizzjonijiet tat-test, jigifieri l-midjum tat-tkabbir, it-temperatura, ir-
regim tad-dawl li ghandhom jintuzaw fit-test.
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11. Meta l-kontroll tal-pH tal-midjum tat-test ikun partikolarment importanti, ez. meta l-metalli jew is-sustanzi
kimici tat-test li huma idrolitikament instabbli, hija rakkomandata zieda ta’ bafer mal-midjum tat-tkabbir (ara
paragrafu 21). Hija pprovduta gwida ulterjuri ghas-sustanzi kimici tat-test bi proprjetajiet fizikokimici li
jaghmluhom difficli biex jigu ttestjati fi (8).

VALIDITA TAT-TEST

12. Biex it-test ikun validu, iz-Zmien tal-irdoppjar tal-ghadd ta’ frondi fil-kontroll ghandu jkun ingas minn 2,5 jiem
(60 siegha), li jikkorrispondu ghal zieda ta’ bejn wiehed u ichor seba’ darbiet fsebat ijiem u rata ta’ tkabbir
specifika medja ta’ 0,275 d- '. Permezz tal-midjums u l-kundizzjonijiet tat-test deskritti fdan il-Metodu ta’
Ttestjar, dan il-kriterju jista’ jinkiseb permezz ta’ regim tal-ittestjar statiku (5). Huwa anticipat ukoll li dan il-
kriterju sejjer jintlahaq fkundizzjonijiet tat-test semistatici u bi fluss kontinwu. Il-kalkolu tal-hin ghall-irdoppjar
huwa indikat fil-paragrafu 49.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

13. Is-sustanza (sustanzi) ta’ referenza bhal 3,5-diklorofenol uzata fir-ring test internazzjonali (7), tista’ tigi ttestjata
bhala mezz ta’ vverifikar tal-procedura tat-test. Huwa rakkomandat li tigi ttestjata sustanza kimika ta’ referenza
tal-inqas darbtejn fsena jew, fejn jitwettaq ittestjar bi frekwenza ingas, b'mod parallel mad-determinazzjoni tat-
tossicita ta’ sustanza kimika tat-test.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

14. It-taghmir kollu fkuntatt mal-midjums tat-test ghandu jkun maghmul mill-hgieg jew materjal kimikament
inerti iehor. L-oggetti tal-hgieg li jintuzaw ghal finijiet ta’ kulturi u ttestjar ghandhom jitnaddfu minn
kontaminanti kimici li jistghu jinfiltraw fil-midjum tat-test u ghandhom ikunu sterili. Ir-recipjenti tat-test
ghandhom ikunu wisghin bizzejjed ghall-frondi ta’ kolonji differenti fir-recipjenti ta’ kontroll biex jikbru
minghajr ma jikkoinc¢idu fi tmiem it-test. Ma taghmilx differenza jekk l-gheruq imissx mal-qighan tar-recipjenti
tat-test, izda huwa rakkomandat fond minimu ta’ 20 mm u volum minimu ta’ 100 mL fkull recipjent tat-test.
L-ghazla tar-recipjenti tat-test mhijiex kritika sakemm jigu sodisfatti dawn ir-rekwiziti. Il-bekkijiet tal-hgieg, id-
dixxijiet kristalizzanti jew id-dixxijiet tal-hgieg petri b'dimensjonijiet xierqa kollha rrizultaw adegwati. Ir-
recipjenti tat-test ghandhom jitghattew biex titnaggas l-evaporazzjoni u I-kontaminazzjoni a¢cidentali, filwaqt li
jippermettu 1-bdil tal-arja mehtieg. Recipjenti tal-ittestjar xierqa, u b'mod partikolari l-ghotjien, ghandhom
jevitaw id-dell jew bidliet fil-karatteristici spettrali tad-dawl.

15. I-kulturi u r-recipjenti tat-test ma ghandhomx jinzammu flimkien. Dan jintlahaq bl-ahjar mod permezz ta’
kompartimenti, inkubaturi, jew kmamar ta’ tkabbir ambjentali separati. L-illuminazzjoni u t-temperatura
ghandhom ikunu kontrollabbli u mizmuma flivell kostanti (ara l-paragrafi 35-36).

Organizmu tat-test

16. L-organizmu uzat ghal dan it-test huwa Lemna gibba jew Lemna minor. Fl-Appendici 2 jinghataw deskrizzjonijiet
fil-qosor tal-ispecijiet ta” duckweed li ntuzaw ghall-ittestjar tat-tossicita. Il-materjal tal-pjanti jista’ jinkiseb minn
gabra tal-kultura, laboratorju iehor jew minn fuq il-post. Jekk jingabru minn fuq il-post, l-impjanti ghandhom
jinzammu fkultura fl-istess midjum kif uzat ghall-ittestjar ghal minimu ta’ tmien gimghat qabel l-uzu. Is-siti tal-
ogsma uzati ghall-gbir tal-kulturi tal-bidu ghandhom ikunu minghajr sorsi ovvji ta’ kontaminazzjoni. Jekk
jinkisbu minn laboratorju jew gbir ta’ kultura iehor, ghandhom jinzammu bl-istess mod ghal minimu ta’ tliet
gimghat. Is-sors tal-materjal tal-pjanti l-ispec¢i u l-klonu (jekk ikunu maghrufa) uzati ghall-ittestjar ghandhom
dejjem jigu rrapportati.

17. Ghandhom jintuzaw monokulturi, li huma vizibbilment minghajr kontaminazzjoni minn organizmi ohra bhal
algi u protozoa. Pjanti b’sahhithom ta’ L. minor sejrin jikkonsistu minn kolonji li jinkludu bejn zewg frondi u
hamsa filwaqt li kolonji b’sahhithom ta’ L. gibba jista’ jkun fihom sa seba’ frondi.

18. Il-kwalita u l-unformita tal-pjanti uzati ghall-ittestjar sejjer ikollhom influwenza sinifikanti fuq l-ezitu tal-
ittestjar u ghandhom ghalhekk jintghazlu b'attenzjoni. Ghandhom jintuzaw pjanti Zghar li jikbru rapidament
minghajr lezjonijiet jew diskolorazzjoni (klorozi) evidenti. Kulturi ta’ kwalita tajpba huma indikati minn
incidenza gholja ta’ kolonji li jinkludu tal-inqas zewg frondi. Numru kbir ta’ frondi uni¢i huwa indikattiv ta’
stress ambjentali, ez. limitazzjoni ta’ nutrijenti, u ma ghandux jintuza materjal ta’ pjanti minn tali kulturi ghall-
ittestjar.
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Kultivazzjoni

19. Biex titnaqqas il-frekwenza taz-zamma tal-kultura (ez. meta jkunu ppjanati testjiet ta’ Lemna ghal perjodu), il-
kulturi jistghu jinzammu filluminazzjoni u temperatura mnaqqsin (4 — 10 °C). Dettalji tal-kulturi jinghataw fl-
Appendici 3. Sinjali ovvji ta’ kontaminazzjoni minn algi jew organizmi ohra jaf ikunu jehtiegu sterilizzazzjoni
tal-wic¢ ta’ sottokampjun ta’ frondi ta’ Lemna, segwita minn trasferiment ghal midjum gdid (ara 1-Appendici 3).
Fdin l-eventwalita, il-kultura kontaminata li jifdal ghandha tintrema.

20. Tal-ingas sebat ijiem qabel l-ittestjar, bizzejjed kolonji jigu ttrasferiti b'mod asettiku fmidjum sterili gdid u
kkulturati ghal 7 — 10 ijiem fkundizzjonijiet tat-test.

Midjum tat-test

21. Huma rakkomandati midjums differenti ghal Lemna minor u Lemna gibba, kif deskritt hawn taht. Ghandha
tinghata kunsiderazzjoni b’attenzjoni ta’ bafer ta’ pH fil-midjum tat-test (MOPS (acidu sulfoniku ta’ 4-morfolina-
propan, Nru CAS: 1132-61-2) fil-midjum L. minor u NaHCO, fil-midjum L. gibba) meta jkun suspettat li dan
jista’ jkollu reazzjoni mas-sustanza kimika tat-test u jinfluwenza l-espressjoni tat-tossicita taghha. II-Midjum ta’
Steinberg (9) huwa accettabbli wkoll sakemm jigu sodisfatti I-kriterji ta’ validita.

22. Hija rakkomandata modifikazzjoni tal-midjum ta’ tkabbir Lemna tal-istandard Svediz (SIS) ghall-kulturi u 1-
ittestjar b’L. minor. Fl-Appendici 4 tinghata I-kompozizzjoni ta’ dan il-midjum.

23. Huwa rakkomandat il-midjum tat-tkabbir, 20X — AAP, kif deskritt fl-Appendici 4, ghall-kulturi u Il-ittestjar
b’L. gibba.

24. Tl-midjum Steinberg, kif deskritt fl-Appendici 4, huwa xieraq ukoll ghal L. minor, izda jista’ jintuza wkoll ghal
L. gibba sakemm jigu sodisfatti I-kriterji ta’ validita.

Soluzzjonijiet tal-ittestjar

25. Is-soluzzjonjiet tal-ittestjar, generalment jigu ppreparati bid-dilwizzjoni ta’ soluzzjoni ewlenija. Is-soluzzjonijiet
ewlenin tas-sustanza kimika tat-test normalment jigu ppreparati billi tinhall is-sustanza kimika fil-midjum tat-
tkabbir.

26. Il-koncentrazzjoni l-iktar oghla ttestjata tas-sustanza kimika tat-test ma ghandhiex normalment tagbez is-
solubbilta fl-ilma tas-sustanza kimika fkundizzjonijiet tat-test. Madankollu ghandu jigi nnotat li Lemna spp.
jzommu fwice l-ilma u jaf ikunu esposti ghal sustanzi kimici li jingabru bejn l-ilma u l-arja (ez. sustanzi kimici
li ma tantx jinhallu fl-ilma jew idrofobic¢i jew sustanzi kimici tensjoattivi). Ftali ¢irkostanzi, sejjer ikun hemm
espozizzjoni mill-materjal minbarra fis-soluzzjoni u l-koncentrazzjonijiet tat-test jistghu, skont il-karatteristici
tas-sustanza kimika tat-test, jagbzu, is-solubbilta fl-ilma. Ghas-sustanzi kimi¢i tat-test ta’ solubbilta fl-ilma
baxxa, jaf ikun mehtieg li tigi ppreparata soluzzjoni ewlenija kkoncentrata jew dispersjoni tas-sustanza kimika
permezz ta’ solvent organiku jew agent dispersiv sabiex tigi ffacilitata z-zieda ta’ kwantitajiet precizi tas-
sustanza kimika tat-test mal-midjum tat-test u tigi meghjuna fid-dispersjoni u x-xoljiment taghha. Ghandu jsir
kull sforz possibbli biex jigi evitat l-uzu ta’ tali materjali. Ma ghandu jkun hemm ebda fitotossicita li tirrizulta
mill-uzu ta’ solventi jew agenti dispersivi awziljarji. Perezempju, solventi li jintuzaw b'mod komuni li ma
jikkawzawx fitotossicita fil-koncentrazzjonijiet sa 100 pl//l jinkludu acetun u dimetilformamid. Jekk jintuza
solvent jew agent dispersiv, ghandha tigi rrapportata l-koncentrazzjoni finali tieghu li ghandha tinzamm kemm
jista’ jkun baxxa (< 100 plfl), u t-trattamenti u l-kontrolli kollha ghandu jkun fihom l-istess koncentrazzjoni ta’
solvent jew agent dispersiv. F(8) inghatat gwida ulterjuri dwar l-uzu ta’ agenti dispersivi.

Gruppi tat-test u ta’ kontroll

27. Gharfien minn qabel tat-tossicita tas-sustanza kimika tat-test ghal Lemna, ez. minn test tas-sejba tal-medda,
sejjer jghin fl-ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test xierqa. Fit-test finali tat-tossicita, normalment ghandu jkun
hemm tal-inqas hames koncentrazzjonijiet tat-test irrangati fserje geometrika. Preferibbilment il-fattur ta’
separazzjoni bejn il-koncentrazzjonijiet tat-test ma ghandhomx ikunu ikbar minn 3,2, izda jista’ jintuza valur
ikbar fejn il-kurva tal-koncentrazzjoni/rispons hija dritta. Ghandha tinghata gustifikazzjoni jekk jintuzaw inqas
minn hames koncentrazzjonijiet. Ghandhon jintuzaw tal-inqas tliet repliki fkull koncentrazzjoni tat-test.
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28. Fl-istabbiliment tal-medda tal-koncentrazzjonijiet tat-test (ghas-sejba tal-medda ufjew ghat-test finali tat-
tossicita), ghandu jigi kkunsidrat Ii gej:

— Biex tiddetermina EC, il-koncentrazzjonijiet tat-test iridu jsostnu l-valur EC_ sabiex tizgura livell ta’
kunfidenza adegwat. Perezempiju, jekk tkun qed tikkalkula I-EC,,, I-iktar koncentrazzjoni gholja ghandha
tkun ikbar mill-valur tal-EC;,. Jekk il-valur EC,, jinstab barra l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet tat-test, intervalli
ta’ kunfidenza asso¢jati jkunu kbar u valutazzjoni xierqa tal-fit statistiku tal-mudell tista’ ma tkunx
possibbli,

— Jekk I-ghan huwa li jigu stmati I-LOEC/NOEC, l-inqas koncentrazzjoni tat-test ghandha tkun baxxa bizzejjed
biex b’hekk it-tkabbir ma jkunx sinifikatament iktar baxx minn dak tal-kontroll. Barra minn hekk, l-oghla
koncentrazzjoni tat-test ghandha tkun gholja bizzejjed biex b’hekk it-tkabbir ikun ferm ingas milli fil-
kontroll. Jekk dan ma jkunx il-kaz, it-test ghandu jigi ripetut permezz ta’ medda ta’ koncentrazzjoni
differenti (sakemm l-oghla koncentrazzjoni tkun fil-limitu tas-solubbilta jew il-koncentrazzjoni limitu
mehtiega massima, ez. 100 mg/l).

29. Kull test ghandu jinkludi kontrolli li jikkonsistu mill-istess midjum ta’ nutrijenti, in-numru ta’ frondi u kolonji,
il-kundizzjonijiet ambjentali u l-proceduri bhar-recipjenti tat-test izda minghajr is-sustanza kimika tat-test. Jekk
jintuza solvent jew agent dispersiv awziljari, ghandu jigi inkluz trattament ta’ kontroll addizzjonali bis-solvent|
agent dispersiv prezenti fl-istess koncentrazzjoni bhar-recipjenti bis-sustanza kimika tat-test. In-numru ta’
repliki tar-recipjenti ta’ kontroll (u r-recipjenti tas-solventi, jekk ikun applikabbli) ghandu tal-inqas ikun l-istess,
u idealment darbtejn, in-numru ta’ recipjenti uzati ghal kull koncentrazzjoni tat-test.

30. Jekk ma tkunx mehtiega determinazzjoni tal-NOEC, id-disinn tal-ittestjar jista’ jigi mmodifikat biex jizdied in-
numru ta’ koncentrazzjonijiet u jitnaqqas in-numru ta’ repliki ghal kull koncentrazzjoni. Madankollu, in-numru
ta’ repliki ta’ kontroll ghandu jkun tal-inqas tlieta.

Espozizzjoni

31. Kolonji li jikkonsistu minn 2 sa 4 frondi vizibbli huma ttrasferiti mill-kultura tal-inokulu u jigu assenjati b’'mod
kazwali ghar-recipjenti tat-test fkundizzjonijiet asettici. Kull recipjent tat-test ghandu jkun fih total ta’ 9
sa 12-il frond. In-numru ta’ frondi u kolonji ghandu jkun l-istess fkull recipjent tat-test. L-esperjenza miksuba
b’dan il-metodu u d-dejta tar-ring test indikaw li l-uzu ta’ tliet repliki ghal kull trattament, b’kull replikat li fil-
bidu jkun fih 9 sa 12-il frond, huwa bizzejjed biex jigu skoperti differenzi fit-tkabbir ta’ madwar 4 sa 7 % tal-
inibizzjoni kkalkolata mir-rata ta’ tkabbir (10 sa 15 % ikkalkolata mir-rendiment) bejn it-trattamenti (7).

32. Huwa mehtieg disinn aleatorju ghal-lokazzjoni tar-recipjenti tat-test fl-inkubatur biex titnaqqas l-influwenza
tad-differenzi spazjali fl-intensita tad-dawl jew it-temperatura. Huma mehtieg ukoll disinn ibblokkjat jew
ripozizzjonament kazwali tar-recipjenti meta jsiru l-osservazzjonijiet (jew ripozizzjonament iktar frekwenti).

33. Jekk test tal-istabbilta preliminari juri li l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ma tistax tinzamm
(jigifieri I-koncentrazzjoni mkejla taqa’ taht it-80 % tal-koncentrazzjoni inizjali mkejla) matul id-durata tat-test
(7 ijiem), huwa rakkomandat regim tal-ittestjar semistatiku. Fdan il-kaz, il-kolonji ghandhom ikunu esposti
ghal testijiet li ghadhom kif jigu ppreparati u s-soluzzjonijiet ta’ kontroll ftal-anqas zewg okkazjonijiet matul it-
test (ez. iljiem 3 u 5). Il-frekwenza ta’ espozizzjoni ghal midjum ¢did sejra tiddependi fuq l-istabbilita tas-
sustanza kimika tat-test; frekwenza oghla jaf tkun mehtiega biex jinzammu koncentrazzjonijiet vicin ghall-
kostanti ta’ sustanzi kimici volatili u mhux stabbli hafna. Fxi ¢irkostanzi, jaf tkun mehtiega procedura bi fluss
kontinwu (8)(10).

34. Ix-xenarju ta’ espozizzjoni permezz ta’ applikatur tal-weraq (sprej) mhuwiex kopert fdan il-metodu ta’ ttestjar;
minflok, ara (11).

Kundizzjonijiet tal-inkubazzjoni

35. Dawl kontinwu fluworexxenti shun jew frisk ghandu jintuza biex jipprovdi intensita tad-dawl maghzula minn
ghazla ta’ 85-135 pE - m~ 25~ ! meta mkejjel fradjazzjoni attiva fotosintetika (400-700 nm) fpunti fl-istess
distanza mis-sors ta’ dawl bhall-frondi Lemna (ekwivalenti ghal 6 500-10 000 lux). Kwalunkwe differenza mill-
intensita tad-dawl maghzula fl-erja tal-ittestjar ma ghandhiex tagbez il-medda ta * 15 %. Il-metodu ta’
detezzjoni u kejl, b'mod partikolari t-tip ta’ senser, sejjer jaffettwa l-valur imkejjel. Is-sensers sferici (li
jirrispondu ghad-dawl minn angoli 'l fuq u taht il-pjan ta’ kejl) u s-sensers ‘cosine’ (li jirrispondu ghad-dawl
mill-angoli kollha 1 fuq mill-pjan ta’ kejl) huma ppreferuti minn sensers unidirezzjonali, u ser jaghtu rizultati
tal-qari oghla, ghal sors ta’ dawl b’hafna punti tat-tip deskritt hawnhekk.
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36. It-temperatura fir-recipjenti tat-test ghandha tkun ta’ 24 + 2 °C. Il-pH tal-midjum ta’ kontroll ma ghandux
jizdied b’aktar minn 1 5 unitajiet matul it-test. Madankollu, devjazzjoni ta’ iktar minn 1,5 unitd ma tinvalidax
it-test meta jkun jista’ jintwera li gew sodisfatti I-kriterji ta’ validita. Hija mehtiega iktar attenzjoni fkazijiet
specjali bhal meta jigu ttestjati sustanzi kimi¢i mhux stabbli jew metalli. Ara (8) ghal gwida ulterjuri.

Perjodu

37. It-test jintemm 7 ijiem wara li l-pjanti jigu ttrasferiti fir-recipjenti tat-test.

Kejliet u determinazzjonijiet analitici

38. Fil-bidu tat-test, jinghadd u jigi rregistrat in-numru ta’ frondi fir-recipjenti tat-test, filwaqt li jigi zgurat li
jittiehed kont tal-frondi vizibbli b’'mod evidenti li jisporgu 71 barra. In-numru ta’ frondi li jidher normali jew
anormali, jehtieg li jigi ddeterminat fil-bidu tat-test, tal-inqas darba kull 3 ijiem matul il-perjodu ta’ espozizzjoni
(jigifieri tal-inqas 2 okkazjonijiet matul il-perjodu ta’ 7 ijiem) u fi tmiem ti-test. Ghandhom jigu nnotati l-bidliet
fl-izvilupp tal-impjant, ez. d-daqs tal-frond, id-dehra, l-indikazzjoni ta’ nekrozi, klorozi jew gibbozita, it-tifrik ta’
kolonja jew it-telf taz-zamma fil-wic¢, u fit-tul u d-dehra tal-gheruq. Ghandhom jigu nnotati wkoll karatteristici
sinifikanti tal-midjum tat-test (ez. prezenza ta’ materjal mhux mahlul, tkabbir ta’ algi fir-recipjenti tat-test).

39. Minbarra d-determinazzjoni tan-numru ta’ frondi matul it-test, huma vvalutati l-effetti tas-sustanza kimika tat-
test fuq wiehed (jew iktar) mill-varjabbli ta’ kejl li gejjin:

(i) erja totali tal-frond,
(i) piz xott,
(iti) piz frisk.

40. L-erja totali tal-frondi ghandha vantagg, li tista’ tigi ddeterminata ghal kull recipjent tat-test u ta” kontroll fil-
bidu, matul u fi tmiem it-test. Fil-bidu tal-ittestjar ghandu jigi ddeterminat il-piz xott jew frisk minn kampjun
tal-kultura tal-inokulu li jirrapprezenta xjintuza fil-bidu tat-test, u fi tmiem l-ittestjar bil-materjal tal-impjant
minn recipjent tat-test u ta’ kontroll. Jekk ma titkejjilx l-erja tal-frond, il-piz xott huwa ppreferut mill-piz frisk.

41. L-erja totali tal-frond, il-piz xott u l-piz frisk jistghu jigu ddeterminati kif gej:

(i) Erja totali tal-frond: L-erja totali tal-frond tal-kolonji kollha tista’ tigi ddeterminata b’analizi tal-immagnijiet.
Tista’ tittiched il-forma tar-recipjent tat-test u l-pjanti permezz ta’ kamera bil-vidjo (jigifieri billi r-re¢ipjent
jitgieghed fuq kaxxa tad-dawl) u l-immagni li tirrizulta tigi digitizzata. Bil-kalibrazzjoni b’forom catti ta’
erja maghrufa, tista’ tigi ddeterminata l-erja totali tal-frond frecipjent tat-test. Wiehed ghandu jogghod
attent biex jeskludi interferenza kkawzata mir-rimm tar-reCipjent tat-test. Approc¢ alternattiv izda iktar
impenjattiv huwa li jigu fotokopjati r-recipjenti tat-test u l-pjanti, tinqata’ I-forma li tirrizulta tal-kolonji u
tigi ddeterminata l-erja taghhom permezz ta’ analizzatur tal-erja tal-weraq jew karta tal-graffs. Jaf ikunu
xierqa wkoll tekniki ohra (ez. il-proporzjon tal-piz tal-karta bejn l-erja tas-siluwett tal-kolonji u l-unita tal-
erja).

(i) Piz xott: Il-kolonji kollha jingabru minn kull wiehed mir-recipjenti tat-test u jitlahalhu b’ilma distillat jew
dejonizzat. Dawn jigu xxugati biex jitnehha l-ilma Zzejjed u mbaghad jitnixxfu £60 °C sa piz kostanti.
Ghandu jigi inkluz kwalunkwe framment tal-gherugq. Il-piz xott ghandu jigi espress ghal precizjoni ta’ mill-
anqas 0,1 mg.

=

Piz frisk: Il-kolonji kollha huma ttrasferiti ghal tubi ta’ polistiren (jew materjal inerti iehor) li ntiznu minn
gabel btoqob zghar (1 mm) fil-gighan tondi. Imbaghad it-tubi jigu centrifugati £3 000 rpm ghal
10 minuti ftemperatura tal-ambjent. Tubi, li filhom kolonji li issa nixfu, jergghu jintiznu u l-piz frisk jigi
kkalkolat billi jitnaqqas il-piz tat-tubu vojt.

(iii

Frekwenza tal-kejliet u d-determinazzjonijiet analitici

42. Jekk jintuza disinn ta’ test statiku, ghandha titkejjel il-pH ta’ kull trattament fil-bidu u fi tmiem it-test. Jekk
jintuza disinn tat-test semistatiku, il-pH ghandha titkejjel fkull lott ta’ soluzzjoni tat-test ‘gdid’ qabel kull tigdid
u anki fis-soluzzjonijiet korrispondenti ‘uzati’.
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43. L-intensita tad-dawl ghandha titkejjel fil-kompartiment, l-inkubatur jew il-kamra tat-tkabbir fpunti li jinsabu fl-
istess distanza mis-sors tad-dawl bhall-frondi Lemna. Il-kejliet ghandhom isiru tal-inqas darba matul it-test. It-
temperatura tal-midjum frecipjent surrogat mizmum fl-istess kundizzjonijiet fil-kompartiment tat-tkabbir, I-
inkubatur jew il-kamra ghandha tigi rregistrata tal-inqas kuljum.

44. Matul it-test, il-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test huma ddeterminati fintervalli xierqa. Ftestijiet
statici, ir-rekwizit minimu huwa li jigu ddeterminati I-koncentrazzjonijiet fil-bidu u fi tmiem it-test.

45. Ftestijiet semistatici li fihom il-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ma tkunx mistennija li tibqa’ fi
hdan I-+ 20 % tal-koncentrazzjoni nominali, huwa mehtieg li jigu analizzati s-soluzzjonijiet tat-test li ghadhom
kif jigu ppreparati u l-istess soluzzjonijiet fkull tigdid (ara l-paragrafu 33). Madankollu, ghal dawk it-testijiet
fejn il-koncentrazzjoni inizjali mkejla tas-sustanza kimika tat-test hija fi hdan I-+ 20 % tan-nominali izda fejn
tista’ tinghata bizzejjed evidenza biex jintwera li l-koncentrazzjonijiet inizjali huma repetibbli u stabbli (jigifieri
fi hdan il-medda 80 — 120 % tal-koncentrazzjoni inizjali), id-determinazzjonijiet kimici jistghu jitwettqu biss
fuq l-oghla jew l-inqas koncentrazzjonijiet tat-test. Fil-kazijiet kollha, id-determinazzjoni tal-koncentrazzjonijiet
tas-sustanzi kimici tat-test gabel it-tigdid ghandha ssir biss fuq recipjent tar-replikat wiehed fkull koncen-
trazzjoni tat-test (jew il-kontenut tar-re¢ipjenti migbura mir-replikat).

46. Jekk jintuza test bi fluss kontinwu, regim ta’ kampjunar simili ghal dak deskritt ghat-testijiet semistatici, inkluz
analizi fil-bidu, fin-nofs u fit-tmiem it-test, huwa xieraq, izda l-kejl ta’ soluzzjonijiet uzati mhuwiex xieraq fdan
il-kaz. Fdan it-tip ta’ test, ir-rata ta’ fluss tad-dilwent u s-sustanza kimika tat-test jew is-soluzzjoni ewlenija tas-
sustanza kimika tat-test ghandhom jigu ¢cekkjati kuljum.

47. Jekk ikun hemm evidenza li I-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika li qieghda tigi ttestjata nzammet b’'mod
sodisfacenti fi hdan il-koncentrazzjoni ta’ + 20 % tal-koncentrazzjoni inizjali nominali jew imkejla matul it-test,
l-analizi tar-rizultati tista’ tkun ibbazata fuq valuri inizjali nominali jew imkejla. Jekk id-devjazzjoni mill-kon¢en-
trazzjoni inizjali nominali jew imkejla ma tkunx fi hdan il-medda ta’ £ 20 %, l-analizi tar-rizultati ghandha
tkun ibbazata fuq il-koncentrazzjoni medja geometrika matul l-espozizzjoni jew il-mudelli li jiddeskrivu t-
tnaqqis tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test (8).

Test tal-limitu

48. Fcerti cirkostanzi, ez. meta test preliminari jindika li s-sustanza kimika tat-test ma ghandha ebda effetti tossici
fkoncentrazzjonijiet sa 100 mg/l jew sal-limitu ta’ solubbilta taghha fil-midjum tat-test (irrispettivament minn
liema huwa l-inqas), jista’ jsir test tal-limitu li jinvolvi tqabbil tar-risponsi fi grupp ta’ kontroll u grupp ta’
trattament partikolari (100 mg/l jew koncentrazzjoni daqgs il-limitu ta’ solubbilta). Huwa rakkomandat hafna li
dan jigi appoggjat minn analizi tal-koncentrazzjoni tal-espozizzjoni. Japplikaw il-kundizzjonijiet tat-test u I-
kriterji ta’ validita deskritti precedentement kollha ghal test tal-limitu, bl-ec¢ezzjoni li n-numru ta’ repliki tat-
trattament ghandhom jigu dduplikati. It-tkabbir fil-grupp ta’ kontroll u trattament jista’ jigi analizzat permezz
ta’ test tal-istatistika biex jitqabblu I-midjums, ez. Test-t ta’ Student.

DEJTA U RAPPORTAR

Hin ghall-irdoppjar

49. Biex jigi ddeterminat il-hin ghall-irdoppjar (T,) tan-numru ta’ frondi u l-konformita ma’ dan il-kriterju ta’
validita mill-istudju (paragrafu 12), tintuza l-formola li gejja b’dejta miksuba mir-recipjenti ta’ kontroll:

T,=In2/p

fejn p hija r-rata ta’ tkabbir specifika medja ddeterminata kif deskritt fil-paragrafi 54-55.
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Varjabbli ta’ rispons

50. Il-fini tat-test huwa li jiddetermina l-effetti tas-sustanza kimika tat-test fuq it-tkabbir vegetattiv ta’ Lemna. Dan
il-Metodu ta’" Ttestjar jiddeskrivi zewg fatturi ta’ rispons, peress li gurisidizzjonijiet differenti ghandhom
preferenzi u htigijiet regolatorji differenti. Sabiex ir-rizultati tat-test ikunu accettabbli fil-gurisdizzjonijiet kollha,
l-effetti ghandhom jigu evalwati permezz taz-zewg varjabbli tar-rispons (a) u (b) deskritti hawn taht.

(a) Rata ta’ tkabbir specifika medja: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkolat fuq il-bazi tal-bidliet fil-logaritmi
tan-numru ta’ frondi, u barra minn hekk, fuq il-bazi tal-bidliet fil-logaritmi ta’ parametru ta’ kejl iehor (erja
totali tal-frondi, piz xott jew piz frisk) maz-zmien (espress ghal kull jum) fil-kontrolli u kull grupp ta’
trattament. Xi drabi jissejjah bhala r-rata ta’ tkabbir relattiva (12).

(a) Rendiment: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkolat fuq il-bazi tal-bidliet fin-numru ta’ frondi, u barra
minn hekk, fuq il-bazi tal-bidliet fil-parametru ta’ kejl iehor (erja totali tal-frondi, piz xott jew piz frisk) fil-
kontrolli u fkull grupp ta’ trattament sa tmiem it-test.

51. Ghandu jigi nnotat li l-valuri tat-tossicita kkalkolati permezz ta’ dawn iz-zewg varjabbli ta’ rispons ma jistghux
jitgabblu u din id-differenza ghandha tigi rikonoxxuta meta jintuzaw ir-rizultati tat-test. Valuri EC, ibbazati fuq
rata medja ta’ tkabbir specifiku (E,C)) ikunu generalment oghla minn rizultati bbazati fuq ir-rendiment (E,C)
jekk il-kundizzjonijiet tat-test ta’ dan il-Metodu ta’ ttestjar jigu rrispettati, minhabba I-bazi matematika tal-
approc¢i rispettivi. Dan ma ghandux jigi interpretat bhala d-differenza fis-sensittivita bejn iz-zewg varjabbli ta’
rispons, izda semplicement li li l-valuri huma matematikament differenti. Il-kuncett ta’ rata ta’ tkabbir specifika
medja huwa bbazat fuq il-mudell ta’ tkabbir esponenzjali tad-duckweed fkulturi mhux limitati, fejn it- tossicita
hija stmata abbazi tal-effetti fuq ir-rata ta’ tkabbir, minghajr ma tiddependi fuq il-livell assolut tar-rata ta’
tkabbir specifika tal-kontroll, il-pendil tal-kurva tal-koncentrazzjoni/rispons jew fuq id-durata tat-test.
B’kuntrast, ir-rizultati bbazati fuq il-varjabbli tar-rispons tar-rendimentjiddependu fuq dawn il-varjabbli l-ohra
kollha. E.C, hija dipendenti fuq ir-rata specifika ta’ tkabbir tal-ispecje tad-duckweed uzata fit-test u fuq ir-rata
massima specifika ta’ tkabbir li tista’ tvarja bejn speci jew anki kloni differenti. Dan ir-rispons varjabblima
ghandux jintuza ghat-tqabbil tas-sensittivita ghat-tossikanti fost l-ispecijiet ta’ duckweedjew anki kloni differenti.
Filwaqt li l-uzu tar-rata ta’ tkabbir specifika ghall-istima tat-tossicita hija xjentifikament ppreferuta, l-istimi tat-
tossicita ibbazati fuq ir-rendiment huma inkluzi wkoll fdan il-Metodu ta’ Ttestjar biex jigu ssodisfati r-rekwiziti
regolatorji attwali f'xi gurisdizzjonijiet.

52. L-istimi tat-tossi¢ita ghandhom ikunu bbazati fuq in-numru ta’ frondi u fuq varjabbli ta’ kejl addizzjonali
wiehed (erja totali tal-frond, piz xott jew piz frisk) peress li xi sustanzi kimici jistghu jaffettwaw varjabbli ta’
kejl ohra hafna iktar min-numru ta’ frondi. L-effett ma jigix identifikat bil-kalkolu tan-numru ta’ frondi biss.

53. In-numru ta’ frondi, kif ukoll kwalunkwe varjabbli ta’ kejl irregistrat iehor, jigifieri l-erja totali tal-frondi, il-piz
xott jew il-piz frisk, huma tabulati flimkien mal-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test ghal kull
okkazjoni ta’ kejl. Analizi tad-dejta sussegwenti ez. biex tikkalkula LOEC, NOEC jew EC_ ghandhom ikunu
bbazati fuq il-valuri ghar-repliki individwali u mhux fuq medji kkalkulati ghal kull grupp ta’ trattament.

Rata ta’ tkabbir specifika medja

54. Ir-rata ta’ tkabbir specifika medja ghal perjodu specifiku hija kkalkolata bhala z-zieda logaritmika fil-varjabbli
tat-tkabbir — in-numru tal-frondi u varjabbli ta’ kejl iehor (erja totali tal-frondi, piz xott jew piz frisk) —
permezz tal-formola ta’ hawn taht ghal kull replikat ta’ kontroll u t-trattamenti:

fejn:

— 1 rata ta’ tkabbir specifika medja mill-hin i sa j

— N; varjabbli ta’ kejl fil-kontenitur tat-test jew kontroll fhin i
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— N;: varjabbli ta’ kejl fil-kontenitur tat-test jew kontroll fhin j

— t: perjodu ta’ hin minn i sa j

Ghal kull grupp ta’ trattament u kull grupp ta’ kontroll, ikkalkola valur medju ghar-rata ta’ tkabbir flimkien
mal-istimi tal-varjanza.

55. Ir-rata ta’ tkabbir specifika medja ghandha tigi kkalkolata ghall-perjodu ta’ ttestjar kollu (il-hin 7 fil-formola ta’
hawn fuq huwa I-bidu tat-test u I-hin §" huwa t-tmiem tat-test). Ghal kull koncentrazzjoni tat-test u ta’ kontroll,
ikkalkola valur medju ghar-rata ta’ tkabbir specifika medja flimkien mal-istimi tal-varjanza. Barra minn hekk,
ghandha tigi vvalutata r-rata ta’ tkabbir skont is-sezzjoni sabiex jigu evalwati l-effetti tas-sustanza kimika tat-test
li jsehhu matul il-perjodu ta’ espozizzjoni (ez. billi jigu spezzjonati l-kurvi ta’ tkabbir ittrasformati mil-log).
Differenzi sostanzjali bejn ir-rata ta’ tkabbir skont is-sezzjoni u r-rata ta’ tkabbir medja jindikaw devjazzjoni
minn tkabbir esponenzjali kostanti u li hija ggarantita ezaminazzjoni mill-qrib tal-kurvi ta’ tkabbir. Fdan il-kaz,
approc¢ konservattiv ikun li jitqabblu rati ta’ tkabbir specifici minn kulturi ttrattati matul il-perjodu tal-hin tal-
inibizzjoni massima ghal dawk ghall-kontrolli matul l-istess perjodu ta’ Zmien.

56. Persentagg ta’ inibizzjoni tar-rata ta’ tkabbir (1) jista’ jigi kkalkulat fuq kull koncentrazzjoni tat-test (grupp ta’
trattament) bil-formula li gejja:

C-yuT
%L:%XIOO

fejn:

— % 1: inibizzjoni perc¢entwali fir-rata ta’ tkabbir specifika medja;
— pe valur medju ghal p fil-kontroll

— pp valur medju ghal p fil-grupp ta’ trattament

Rendiment

57. L-effetti fuq ir-rendiment huma ddeterminati abbazi ta’ Zewg varjabbli ta’ kejl, in-numru ta’ frondi u varjabbli
ta’ kejl iehor (erja totali tal-frond, piz xott jew piz frisk) prezenti fkull recipjent tat-test fil-bidu u fi tmiem it-
test. Ghal piz xott jew piz frisk, il-bijjomassa tal-bidu hija ddeterminata abbazi ta’ kampjun tal-frondi mehud
mill-istess lott uzat biex jigu inokulati r-recipjenti tat-test (ara l-paragrafu 20). Ghal kull konc¢entrazzjoni tat-test
u ta’ kontroll, ikkalkola valur medju ghar-rendiment flimkien mal-istimi tal-varjanza. L-inibizzjoni percentwali
medja fir-rendiment (%1) tista’ tigi kkalkolata ghal kull grupp ta’ trattament kif gej:

(bc B bT)
b.

%1, = x 100

fejn:

— % 1;: tnaqqis percentwali fir-rendiment
— b bijomassa finali li minnha titnaqqas il-bijjomassa tal-bidu ghall-grupp ta’ kontroll

— by bijomassa finali li minnha titnaqqas il-bijjomassa tal-bidu fil-grupp ta’ trattament

Ipplottjar tal-kurvi koncentrazzjoni rispons

58. Ghandhom jigu pplottjat kurvi koncentrazzjoni rispons relatati mal-inibizzjoni percentwali tal-varjabbli ta’
rispons (I, jew I ikkalkolati kif indikati fil-paragrafu 56 jew 57) u l-koncentrazzjoni tal-log tas-sustanza kimika
tat-test.
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Estimi ta’ EC,

59. Estimi ta’ EC, (ez. EC,,) ghandhom dejjem ikunu bbazati kemm fuq ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku (E.C) kif
ukoll fuq ir-rendiment (E,C,), u t-tnejn li huma ghandhom ikunu bbazati fuq l-ghadd tal-frondi u varjabbli
iehor ta’ kejl (erja totali ta’ frond, piz niexef, jew piz frisk). Dan huwa minhabba li hemm sustanzi kimici tat-
test li jaffettwaw in-numru ta’ frondi u varjabbli ta” kejl b’'mod differenti. Il-parametri ta’ tossicita mixtieqa
huma ghalhekk erba’ valuri EC_ ghal kull livell ta’ inibizzjoni kkalkulat: E.C_ (numru ta’ frond); E.C, (area totali
ta’ frond, piz niexef, jew piz frisk); E,C, (numru ta’ frond); u E C, (area totali ta’ frond, piz niexef, jew piz frisk).

Proceduri ta’ statistika

60. L-ghan huwa li tinkiseb relazzjoni bejn il-konc¢entrazzjoni u r-rispons b’analizi tar-rigressjoni. Huwa possibbli li
tintuza rigressjoni lineari ppezata wara li tkun twettqet trasformazzjoni linearizzanti tad-dejta dwar ir-rispons
— ez. funitajiet probit jew logit jew Weibull (13), izda proceduri ta’ rigressjoni mhux lineari huma tekniki
ppreferuti li jimmaniggjaw ahjar irregolaritajiet inevitabbli fid-dejta u devjazzjonijiet minn distribuzzjonijiet
uniformi. Meta jkunu vic¢in iz-zero jew inibizzjoni totali, tali irregolaritajiet jistghu jitkabbru bit-trasfor-
mazzjoni, u dan jinterferixxi mal-analizi (13). Ghandu jigi nnotat li metodi standard ta’ analizi permezz ta’
trasformati ta’ probit, logiit jew Weibull huma mahsuba ghall-uzu fdejta kwantali (ez. mortalita jew
sopravivenza), u ghandhom jigu mmodifikati biex jakkomodaw id-dejta dwar ir-rata ta’ tkabbir jew ir-
rendiment. Proceduri specifi¢i ghad-determinazzjoni ta’ valuri EC, minn data kontinwa jistghu jinstabu f(14),
(15), u (16).

61. Ghal kull varjabbli ta’ rispons li jigi analizzat, ghandha tintuza r-relazzjoni koncentrazzjoni-rispons biex jigu
kkalkulati l-estimi ta’ punti ta’ valuri EC,. Fejn ikun possibbli, ghandhom jigu stmati I-limiti ta’ kunfidenza ta’
95 % ghal kull stima. Kemm toqghod tajjeb id-dejta dwar ir-rispons ghall-mudell ta’ rigressjoni ghandu jigi
vvalutat grafikament jew statistikament. L-analizi tar-rigressjoni ghandha ssir permezz ta’ risponsi tar-repliki
individwali, mhux il-medji tal-grupp ta’ trattament.

62. Stimi EC,, u limiti ta’ kunfidenza jistghu wkoll jigi miksuba bl-uzu ta’ interpolazzjoni lineari b’sekwenza ta’
istruzzjonijiet inizjali (17), jekk il-mudelli/metodi ta’ regressjoni accessibli mhumiex xierqa ghad-data.

63. Ghal stima tal-LOEC u ghalhekk tal-NOEC, huwa mehtieg li jitqabblu l-medji ta’ trattament permezz ta’ analizi
tat-tekniki ta’ varjanza (ANOVA). Il-medja ghal kull koncentrazzjoni ghandha mbaghad titqabbel mal-medja ta’
kontroll permezz ta’ tqabbil multiplu xieraq jew test ta’ tendenza. It-test ta’ Dunnett jew ta’ Williams jista’ jkun
utili (18)(19)(20)(21). Huwa mehtieg li jigi vvalutat jekk treggix is-suppozizzjoni tal-omogeneita ta’ varjanza ta’
ANOVA. Din il-valutazzjoni tista’ titwettaq grafikament jew b’test formali (22). Testijiet xierqa huma Levene jew
Bartlett. Jekk is-suppozizzjoni ta’ omogeneita tal-varjanzi ma tkunx issodisfata, din kultant tista’ tigi kkoreguta
bi trasformazzjoni logaritmika tad-dejta. Jekk l-eterogeneita tal-varjanza hija estrema u ma tistax tigi kkoreguta
bi trasformazzjoni, ghandha tigi kkunsidrata analizi b’'metodi bhat-test ta’ tendenza rigressiva ta’ Jonckheere.
F(16) tista’ tinstab gwida addizzjonali li tiddetermina I-NOEC.

64. Zviluppi xjentifi¢i ricenti wasslu ghal rakkomandazzjoni biex jigi abbandunat il-kuncett tal-NOEC u minflok
jinbidel bi stimi EC, ta’ punti bbazati fuq regressjoni. Valur xieraq ghal x ma giex stabbilit ghal dan it-test ta’
Lemna. Madankollu, sensiela ta’ minn 10 sa 20 % tidher xierqa (tiddependi fuq il-varjabbli ta’ rispons maghzul),
u preferibbilment I-EC,, u I-EC,, ghandhom jigu rrapurtati t-tnejn li huma.

Rapportar

65. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:
Sustanza kimika tal-ittestjar:
— natura fizika u proprjetajiet fizikokimici rilevanti, inkluz il-limitu tas-solubbilta fl-ilma;

— dejta ta’ identifikazzjoni tas-sustanzi kimici (ez. Numru CAS), inkluz il-purita (impuritajiet).
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Specijiet tat-test:

— isem xjentifiku, klonu (jekk ikun maghruf) u sors.

Kundizzjonijiet tal-ittestjar:

— procedura tal-ittestjar uzata (statika, semistatika jew bi fluss kontinwu);
— id-data tal-bidu tal-ittestjar u d-durata tieghu;

— midjum tat-test;

— deskrizzjoni tad-disinn sperimentali: recipjenti u ghotjien tat-test, volumi ta’ soluzzjonijiet, numru ta’
kolonji u frondi ghal kull recipjent tat-test fil-bidu tat-test;

— il-koncentrazzjonijiet tat-test (nominali u mkejla kif xierqa) u n-numru ta’ repliki ghal kull koncentrazzjoni;

— metodi ta’ preparazzjoni tas-soluzzjonijiet ewlenin u tat-test inkluz l-uzu ta’ kwalunkwe solvent jew agent
dispersiv;

— temperatura matul it-test;
— sors ta’ dawl, intensita tad-dawl u omogenita;
— valuri tal-pH tal-midjums tat-test u ta’ kontroll;

— koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test u l-metodu tal-analizi b'dejta ta’ valutazzjoni tal-kwalita
xierqa (studji ta’ validazzjoni, devjazzjonijiet standard jew limiti ta’ kunfidenza tal-analizijiet);

— metodi ghad-determinazzjonijiet tan-numru ta’ frondu u varjabbli ta’ kejl ohrajn, ez. piz xott, piz frisk jew
erja tal-frond;

— id-devjazzjonijiet kollha minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
Rizultati:

— dejta mhux ipprocessata: numru ta’ frondi u varjabbli ta’ kejl ohra fkull recipjent tat-test u ta’ kontroll fkull
osservazzjoni u okkazjoni ta’ analizi;

— medji u devjazzjonijiet standard ghal kull varjabbli ta’ kejl;

— kurvi ta’ tkabbir ghal kull koncentrazzjoni tat-test (rakkomandati b’varjabbli ta’ kejl ittrasformati bil-log, ara
l-paragrafu 55);

— hin ghall-irdoppjar/rata ta’ tkabbir fil-kontroll abbazi tan-numru ta’ frondi;

— il-varjabbli ta’ rispons ikkalkolati ghal kull replikat tat-trattament, bil-valuri medji u I-koeffi¢jenti ta’
varjazzjoni ghar-repliki;

— rapprezentazzjoni grafika tar-relazzjoni bejn il-koncentrazzjoni u l-effett;

— stimi ta’ punti ta’ tmiem tossici ghal varjabbli ta’ rispons ez. ECs,, EC,,, EC,,, u l-intervalli ta’ kunfidenza
assocjati. Jekk ikunu kkalkolati, I-LOEC ufjew I-NOEC u l-metodi statistici uzati ghad-determinazzjoni
taghhom;

— jekk tintuza ANOVA, id-dags tal-effett li jista’ jigi skopert (ez. id-differenza l-inqas sinifikanti);
— kwalunkwe stimulazzjoni ta’ tkabbir misjuba fi kwalunkwe trattament;
— kwalunkwe sinjal vizwali tal-fitotossicita kif ukoll l-osservazzjonijiet tas-soluzzjonijiet tat-test;

— diskussjoni tar-rizultati, inkluz kwalunkwe influwenza fuq l-ezitu tat-test li tirrizulta mid-devjazzjonijiet
minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Ghall-finijiet ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar jintuzaw id-definizzjonijiet u l-abbrevazzjonijiet li gejjin:

[l-bijomassa hija l-piz xott tal-materja hajja prezenti fpopolazzjoni. Fdan it-test, is-surrogati ghall-bijomassa, bhall-
ghadd ta’ frondi jew l-erja tal-frondi, generalment jitkejlu u ghalhekk l-uzu tat-terminu ‘bijomassa’ jirreferi ghal dawn
il-kejliet ta’ surrogati wkoll.

Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.
Klorozi hija s-sfurija tat-tessut ta’ frond.

Klonu huwa organizmu jew cellola li nholqot minn individwu singolu b'riproduzzjoni asseswali. Ghalhekk, 1-
individwi mill-istess klonu huma genetikament identici.

Kolonja tfisser aggregat ta’ frondi ommijiet u bniet (generalment 2 sa 4) imwahhla ma’ xulxin. Xi drabi jissejhu
pjanta.

EC, hija I-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test mahlula fil-midjum tat-test li tirrizulta ftnaqgis ta’ x % (ez.
50 %) fit-tkabbir ta’ Lemna fperjodu ta’ espozizzjoni ddikjarat (li ghandu jissemma b'mod esplicitu jekk ikun hemm
devjazzjoni mid-durata tat-test kollu jew normali). Sabiex issir denotazzjoni li ma hijiex ambigwa ta’ valur ta’ EC li
jidderiva mir-rata ta’ tkabbir jew rendiment, is-simbolu ‘E,C’ huwa uzat ghar-rata ta’ tkabbir u ‘E,C’ huwa uzat ghar-
rendiment, segwit mill-varjabbli ta’ kejl uzat, ez. E,C (ghadd ta’ frond).

Bi fluss kontinwu huwa test fejn is-soluzzjonijiet tat-test jigu ssostitwiti b'mod kontinwu.

Frond huwa struttura individwali/unika ‘qisha werqa’ ta’ pjanta duckweed. Hija l-izghar unita, jigifieri individwu, li
jista’ jirriproduci.

Gibbozita tfisser frondi li huma mhattbin jew minfuhin.

Tkabbir hija zieda fil-varjabbli ta’ kejl, ez. numru ta’ frondi, piz xott, piz imxarrab, jew erja tal-frondi, matul il-
perjodu tal-ittestjar.

’

Rata ta’ tkabbir (rata ta’ tkabbir specifika medja) hija z-zieda logaritmika fil-bijjomassa matul il-perjodu ta
espozizzjoni.

II-Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat (LOEC) hija l-inqas koncentrazzjoni ttestjata li fiha s-sustanza kimika
hija osservata li jkollha effett ta’ tnaqqis statistikament sinifikanti fuq it-tkabbir (b’p < 0,05) meta mgabbla mal-
kontroll, fhin ta’ espozizzjoni partikolari. Madankollu, il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha 'l fuq mil-LOEC ghandu
jkollhom effett dannuz ugwali jew ikbar minn dawk osservati fl-LOEC. Meta dawn iz-zewg kundizzjonijiet ma
jkunux jistghu jigu ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intghazlet I-LOEC (u ghalhekk I-NOEC).

Varjabbli ta’ kejl huma kwalunkwe tip ta’ varjabbli li jitkejlu biex jigi espress il-punt ta’ tmiem tal-ittestjar permezz
ta’ varjabbli ta’ rispons differenti wiehed jew iktar. Fdan il-metodu, in-numru ta’ frondi, l-erja tal-frondi, il-piz frisk u
l-piz xott huma varjabbli ta’ kejl.

Monokultura hija kultura bi speci ta’ pjanta wahda.
Nekrozi huwa tessut ta’ frond mejjet (jigifieri abjad jew imxarrab fl-ilma).
II-Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) hija I-koncentrazzjoni tat-test ezattament taht 1-LOEC.

Fenotip huma l-karatteristi¢ci osservabbli ta’ organizmu ddeterminati mill-interazzjoni tal-geni tieghu mal-ambjent
tieghu.

Il-varjabbli ta’ rispons huma varjabbli ghall-istima tat-tossicita derivati minn kwalunkwe parametru mkejjel li
jiddeskrivi l-bijjomassa minn metodi differenti ta’ kalkolu. Ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar, ir-rati ta’ tkabbir u r-
rendiment huma varjabbli ta’ rispons derivati mill-varjabbli ta’ kejl bhan-numru ta’ frondi, l-erja tal-frondi, il-piz
frisk jew il-piz xott.
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Test semistatiku (tigdid) huwa test fejn is-soluzzjoni tat-test tigi sostitwita perjodikament fintervalli specifici matul
it-test.

Test statiku huwa metodu ta’ ttestjar minghajr tigdid tas-soluzzjoni tat-test matul it-test.
Sustanza kimika tat-test hija sustanza jew tahlita ttestjata matul dan il-metodu ta’ ttestjar.

Punt ta’ tmiem tat-test jiddeskrivi l-fattur generali li sejjer jinbidel b'mod relattiv ghall-kontroll mis-sustanza kimika
tat-test bhala mira tat-test. Fdan il-metodu ta’ ttestjar, il-punt ta’ tmiem tal-ittestjar hija l-inibizzjoni li tista’ tigi
espressa b'varjabbli ta’ rispons differenti li huma bbazati fuq varjabbli ta’ kejl wiched jew iktar.

Midjum tat-test huwa midjum ta’ tkabbir sintetiku komplut li fuqu jikbru I-pjanti tal-ittestjar meta esposti ghas-
sustanza kimika tat-test. Is-sustanza kimika tat-test sejra tinhall fil-midjum tat-test.

Rendiment huwa l-valur ta’ varjabbli ta’ kejl biex tigi espressa l-bijomassa fi tmiem il-perjodu ta’ espozizzjoni li
minnu jitnaqqas il-varjabbli ta’ kejl fil-bidu tal-perjodu ta’ espozizzjoni.
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Appendici 2

Deskrizzjoni ta’ Lemna spp.

Il-pjanta akkwatika, li komunement tissejjah duckweed, Lemna spp., taghmel parti mill-familja Lemnaceae li ghandha
numru ta’ specijiet mad-dinja kollha ferba’ generi. Id-dehra u t-tassonomija differenti taghhom gew deskritt b’'mod
ezawrjenti (1)(2). Lemna gibba u L. minor huma specijiet rapprezentattivi ta’ erjas b’temperatura moderata u huma
komunement uzati ghal testijiet ta’ tossicita. Iz-zewg specijiet ghandhom fergha (frond) diskojdi li zzomm ril-wic¢
jew mghaddsa u gherq irqiq hafna hiereg mic-c¢entru tal-wic¢ ta’ isfel ta’ kull frond. Lemna spp. rarament jipproducu
fjuri u l-pjanti jirriproducu billi vegetattivament jipproducu frondi godda (3). Meta mqgabbla ma’ pjanti li ghandhom
iktar Zmien, iz-zghar ghandhom tendenza li jkunu iktar ¢ari, ikollhom gheruq igsar u jikkonsistu minn tnejn sa tliet
frondi b'qisien differenti. Id-daqs zghir tal-Lemna, l-istruttura semplici, ir-riproduzzjoni asseswali u l-hin ta’
generazzjoni qasir taghha jaghmlu I-pjanti ta’ dan il-generu adattati hafna ghall-ittestjar fil-laboratorju (4)(5).

Minhabba l-varjazzjoni probabbli bejn l-ispecijiet fis-sensittivita, huma validi biss paraguni ta’ sensittivita fi hdan
speci.

Ezempji ta’ specijiet ta’ Lemna li ntuzaw ghall-ittestjar: Referenza ghall-Ispecijiet

Lemna_aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoc-

tialis in aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology,
Stockholm University.

Lemna major : Clark, N. A. (1925). The rate of reproduction of Lemna major as a function of intensity and duration
of light. J. phys. Chem., 29: 935-941.

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., ‘Public draft’. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Association Francaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de linhibition de la
croissance de Lemna minor. 10pp.

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13. 15pp. (in Swedish).

Lemna gibba: ASTM International. (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test With Lemna gibba G3.
E 1415-91 (Reapproved 1998). pp. 733-742.

United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., ‘Public draft’. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Lemna_paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water pollution. I. The
sensitivity of Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 10:1959-1969.

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla).
Ecotoxicol. Environ. Saf., 5:87-96.

Lemna_trisulca: Huebert, D. B., Shay, J. M. (1993). Considerations in the assessment of toxicity using duckweeds.
Environ. Toxicol. and Chem., 12:481- 483.

Lemna_valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating aquatic
weeds. Verh.-Int. Ver. Limnol.,, 19:2102-2111.

Sources of Lemna species
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phone 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
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Federal Environmental Agency (UBA)
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e-mail: lemna@uba.de

LETTERATURA

(1) Hillman, W.S. (1961). The Lemnaceae or duckweeds: A review of the descriptive and experimental literature.

The Botanical Review, 27:221-287.

(2) Landolt, E. (1986). Biosystematic investigations in the family of duckweed (Lemnaceae). Vol. 2. Geobotanischen

Inst. ETH, Stiftung Rubel, Ziirich, Switzerland.

(3) Bjorndahl, G. (1982). Growth performance, nutrient uptake and human utilization of duckweeds (Lemnaceae

family). ISBN 82-991150-0-0. The Agricultural Research Council of Norway, University of Oslo.

(4) Wang, W. (1986). Toxicity tests of aquatic pollutants by using common duckweed. Environmental Pollution,

Ser B, 11:1-14.

(5) Wang, W. (1990). Literature review on duckweed toxicity testing. Environmental Research, 52:7-22.


mailto:astomp@unity.ncsu.edu
mailto:lemna@uba.de

1.3.2016 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/69

Appendiéi 3

Zamma tal-kultura ewlenija

Koltivazzjonijiet ikkonc¢entrati jistghu jigu mizmuma ftemperaturi iktar baxxi (4-10 °C) ghal Zmien itwal minghajr il-
bzonn li jergghu jsiru mill-gdid. Il-midjum ta’ tkabbir ta’ Lemna jista’ jkun l-istess bhal dak ghall-ittestjar izda jistghu
jintuzaw midjums rikki fin-nutrijenti ohra ghall-kulturi ewlenin.

Perjodikament, numru ta’ pjanti hodor ¢ari, zghar jitpoggew fkontenituri tal-kultura li fihom midjum gdid permezz
ta’ teknika aseptika. Fil-kundizzjonijiet iktar keshin issuggeriti hawnhekk, jistghu jitwettqu sottokulturi fintervalli sa
tliet xhur.

Ghandhom jintuzaw recipjenti tal-kulturi tal-hgieg kimikament nodfa (mahsula bl-acidu) u sterilizzati kif ukoll
tekniki ta’ mmanniggar asettici. Fil-kaz ta’ kontaminazzjoni tal-kultura ewlenija, ez. b’algi jew fungi, huma mehtiega
passi biex jigu eliminati l-organizmi kontaminanti. Fil-kaz ta’ algi u l-bi¢ca l-kbira ta’ organizmi kontaminanti ohra,
dan jista’ jintlahaq bl-isterilizzazzjoni tal-wic¢. Jittiehed kampjun tal-materjal tal-pjanta kkontaminat u l-gheruq
jinqatghu. Il-materjal imbaghad jithawwad bis-sahha filma nadif, segwit minn immersjoni f'soluzzjoni ta’ 0,5 % (v/v)
ipoklorit tas-sodju ghal bejn 30 sekonda u 5 minuti. Imbaghad il-materjal tal-pjanta jitlahlah bilma sterili u jigi
ttrasferit, bhala numru ta’ lottijiet, frecipjenti ta’ kulturi li fihom midjum tat-tkabbir frisk. Hafna mill-frondi sejrin
imutu bhala rizultat ta’ dan it-trattament, specjalment jekk jintuzaw perjodi ta’ espozizzjoni itwal, izda xi whud
minn dawk li jibqghu hajjin generalment sejrin ikunu hielsa mill-kontaminazzjoni. Imbaghad dawn jistghu jintuzaw
biex jergghu jinokulaw kulturi godda.
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Appendici 4

Midjums

Huma rakkomandati midjums ta’ tkabbir differenti ghal L. minor u L. gibba. Ghal L. minor, huwa rakkomandat
midjum ta’” Standard Svediz (SIS) immodifikat filwaqt li ghal L. gibba, huwa rakkomandat midjum 20X AAP. Il-
kompozizzjonijiet taz-zewg midjums jinghataw hawn taht. Meta jigu ppreparati dawn il-midjums, ghandhom
jintuzaw sustanzi kimici ta’ reagent jew grad analitiku u ilma dejonizzat.

Midjum ta’ tkabbir Lemna ta’ Standard Svediz (SIS)

— Soluzzjonijiet ikkoncentrati [ — V huma sterilizzati b'awtoklavazzjoni (120 °C, 15-il minuta) jew b'tisfija minn
membrana (b’'daqgs tal-pori ta’ ¢irka 0,2 um).

— L-Istokk VI (u b’'mod fakultattiv VII) jigu sterlizzati bil-filtrazzjoni tal-membrana biss; dawn ma ghandhiex
issirilhom awtoklavazzjoni.

— Soluzzjonijiet ewlenin sterilizzati ghandhom jinhaznu fkundizzjonijiet friski u fid-dlam. L-Istokkijiet I — V
ghandhom jintremew wara sitt xhur filwaqt li l-istokkijiet VI (u b'mod fakultattiv VII) ghandhom zmien tal-hzin
ta’ xahar.

Soluz- Koncentrazzjoni . -
zjoni fis-soluzzjoni ewle- | ,koncentrazzjoni
jont Sustanza ) fmidjums imhejjija Midjum imhejji
ewlenija nija (mg]*])
Nru (gl 8
Element Koncentrazzjoni
(mgf*)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
I MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4; 9,8
il CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8; 17,5
I\% Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO,. 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 — —
VIl MOPS (bafer) 490 490 — —
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Biex thejji litru ta’ midjum SIS, dan li gej jizdied ma’ 900 ml ta’ ilma dejonizzat:
— 10 ml ta’ soluzzjoni ewlenija I
— 5 ml ta’ soluzzjoni ewlenija II
— 5 ml ta’ soluzzjoni ewlenija III
— 5 ml ta’ soluzzjoni ewlenija IV
— 1 ml ta’ soluzzjoni ewlenija V

— 5 ml ta’ soluzzjoni ewlenija VI

— 1 ml ta’ soluzzjoni ewlenija VII (fakultattiva)

Nota: Soluzzjoni ewlenija ohra VII (buffer MOPS) jaf tkun mehtiega ghal certi sustanzi kimici tat-test (ara I-

paragrafu 11).

II-pH huwa aggustat ghal 6,5 £ 0,2 b’0,1 jew 1 mol HCl jew NaOH, u l-volum aggustat ghal litru b’ilma dejonizzat.

Midjum ta’ tkabbir 20X AAP

Soluzzjonijiet ewlenin jigu ppreparati filma distillat jew dejonizzat sterilizzat.

Soluzzjonijiet ewlenin sterilizzati ghandhom jinhaznu fkundizzjonijiet friski u fid-dlam. Fdawn il-kundizzjonijiet, is-

soluzzjonijiet ewlenin sejrin ikollhom Zmien tal-hzin ta’ mill-angas 6 — 8 gimghat.

Jigu ppreparati hames soluzzjonijiet ewlenin tan-nutrijenti (A1, A2, A3, B u C) ghal midjum 20X — AAP, permezz
ta’ sustanzi kimici tal-grad tar-reagenti. L-20 ml ta’ kull soluzzjoni ewlenija tan-nutrijenti jizdied ma’ madwar 850 ml
ta’ ilma dejonizzat biex jigi prodott il-midjum tat-tkabbir. Il-pH huwa aggustat ghal 7,5 + 0,1 b’0,1 jew 1 mol HCl
jew NaOH, u l-volum aggustati ghal litru b'ilma dejonizzat. I-midjum imbaghad jigi ffiltrat permezz ta’ (madwar)
0,2 pm tal-filtru tal-membrani fkontenitur sterilizzat.

[I-midjum tat-tkabbir mahsub ghall-ittestjar ghandu jigi ppreparat 1-2 jum qabel l-uzu biex ihalli lill-pH jistabbilizza.
II-pH tal-midjum tat-tkabbir ghandu jigi ¢cekkjat qabel l-uzu u jerga’ jigi aggustat biz-zieda ta’ 0,1 jew 1 mol NaOH
jew HCI kif deskritt hawn fuq.

Soluz- Koncentrazzjoni Koncentrazzjoni
zjoni Sustanza fis—soluzszni ewle- | fmidjum ipprepa- Midjum imheji
ewlenija nija rat
Nru ®/+) () (mg/*])
Koncentrazzjoni
Element (mg/*]) (*)
Al NaNO, 26 510 Na;N 190;84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO, - 3H,-0 1,4 30 K;P 9,4,3,7
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Soluz- Koncentrazzjoni Koncentrazzjoni
zjoni Sust fis-soluzzjoni ewle- | fmidjum ipprepa- Midium imheiii
ewlenija ustanza nija rat iGjum tmhejt
Nru (g/*]) (mg/*])
Koncentrazzjoni
Element (mg/*]) (*
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mndl, - 4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA - 2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ugfl Zn 31 pgfl
Co(l, - 6H,0 1,4 mgl 29 ugfl Co 7.1 pgll
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 ug/l
CudCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 ug/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na;C 220; 43

(*) Sakemm mhux innotat

Nota: Il-koncentrazzjoni finali teoretikament xierqa tal-bikarbonat (li tevita aggustament apprezzabbli tal-pH) hija mhux 300 mg/L.
Madankollu, l-uzu storiku ta’ midjum 20X-AAP, inkluz ir- ring test ghal din il-linja gwida, huwa bbazat fug 300 mg/L. (L.
Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft
OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

Midjum STEINBERG (Wara 1-ISO 20079)

Koncentrazzjoni u soluzzjonijiet ewlenin

[I-midjum Steinberg immodifikat jintuza fISO 20079 ghal Lemna minuri wahdu (peress li hemm Lemna minor biss
huwa permess) izda t-testijiet urew li jistghu jintlahqu rizultati tajba b’Lemna gibba wkoll.

Meta tipprepara |-midjum, ghandhom jintuzaw reagent jew sustanzi kimici tal-grad analitiku u ilma dejonizzat.

Ipprepara l-midjum tal-nutrijenti mis-soluzzjonijiet ewlenin k jew il-midjum ikkoncentrat ta’ 10 darbiet il-koncen-
trazzjoni massima tal-midjum minghajr precipitazzjoni.

Tabella 1

Midjum STEINBERG stabbilizzat bil-pH (immodifikat skont Altenburger)

Komponent Midjum tan-nutrijent
Makroelementi piz mol mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Komponent Midjum tan-nutrijent
Mikroelementi piz mol g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA Disodju-diidrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabella 2
Soluzzjonijiet ewlenin (Makroelementi)

1. Makroelementi (ikkoncentrati ghal 50 darba) g/l
Soluzzjoni ewlenija 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Soluzzjoni ewlenija 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Soluzzjoni ewlenija 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabella 3
Soluzzjonijiet ewlenin (Mikroelementi)

2. Mikrolementi (ikkoncentrati ghal 1 000 darba) mg|l
Soluzzjoni ewlenija 4:
H,BO, 120,0
Soluzzjoni ewlenija 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Soluzzjoni ewlenija 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikrolementi (ikkoncentrati ghal 1 000 darba) mg|l

Soluzzjoni ewlenija 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Soluzzjoni ewlenija 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA Disodju-diidrat 1 500,00

— Is-soluzzjonijiet ewlenin 2 u 3 u b’'mod separat 4 sa 7 jiistghu jigu raggruppati (filwaqt li jitqiesu l-koncentrazz-
jonijiet mehtiega).

— Ghal zmien tal-hzin itwal ittratta s-soluzzjonijiet ewlenin fawtoklava £121 °C ghal 20 minuta jew inkella wettaq
filtrazzjoni sterilizzata (0,2 um). Ghas-soluzzjoni ewlenija 8 hija rakkomandata hafna filtrazzjoni sterili (0,2 pm).

Preparazzjoni tal-koncentrazzjoni finali tal-midjum STEINBERG (immodifikat)

— Zid 20 ml ta’ soluzzjonijiet ewlenin 1, 2 u 3 (ara t-tabella 2) ma’ madwar 900 ml ta’ ilma dejonizzat biex tevita
precipitazzjoni.

— Zid 1,0 ml ta’ soluzzjonijiet ewlenin 4, 5, 6, 7 u 8 (ara t-tabella 3).
— II-pH ghandu jkun 5,5 +/- 0,2 (aggusta b’zieda ta’ volum minimizzat ta’ soluzzjoni NaOH jew HCI).
— Aggusta bl-ilma ghal 1 000 ml.

— Jekk is-soluzzjonijiet ewlenin huma sterlizzati u jintuza ilma xieraq, ma tkun mehtiega ebda sterilizzazzjoni
ulterjuri. Jekk l-isterilizzazzjoni ssir bil-midjum finali, wara l-awtoklavazzjoni ghandha tizdied is-soluzzjoni
ewlenija 8 (f121 °C ghal 20 min).

Il-preparazzjoni ta’ midjum STEINBERG b’koncentrazzjoni ta’ 10 darbiet (immodifikat) ghal hzin intermedju

— Zid 20 ml soluzzjonijiet ewlenin 1, 2 u 3 (ara t-tabella 2) ma’ madwar 30 ml ta’ ilma biex tevita precipitazzjoni.
— Zid 1,0 ml soluzzjonijiet ewlenin 4, 5, 6, 7 u 8 (ara t-tabella 3). Aggusta bl-ilma ghal 100 ml.

— Jekk is-soluzzjonijiet ewlenin huma sterlizzati u jintuza ilma xieraq, ma tkun mehtiega ebda sterilizzazzjoni
ulterjuri. Jekk l-isterilizzazzjoni ssir bil-midjum finali, wara l-awtoklavazzjoni ghandha tizdied is-soluzzjoni
ewlenija 8 (121 °C ghal 20 min).

— 1Il-pH tal-midjum (koncentrazzjoni finali) ghandha tkun 5,5 0,2

(6) Huma mizjuda -Kapitoli C.31 sa C.46 li gejjin:
“C.31. TEST TAL-PJANTA TERRESTRI: TFACC]AR TAN-NEBBIET U TEST TAT-TKABBIR TAN-NEBBIET
INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tal-Ittestjar (TG) 208 tal-OECD (2006). Il-metodi
tal-ittestjar jigu perjodikament irriveduti fid-dawl tal-progress xjentifiku u l-applikabbilta ghall-uzu regolatorju.
Dan il-metodu ta’ ttestjar aggornat huwa mahsub biex jivvaluta l-effetti potenzjali tas-sustanzi kimici fuq it-
tfaccar u t-tkabbir tan-nebbiet. Bhala tali ma jkoprix l-effetti kronici jew l-effetti fuq ir-riproduzzjoni (jigifieri
sett ta’ Zrieragh, il-formazzjoni tal-fjura, maturazzjoni tal-frott). Il-kundizzjonijiet tal-espozizzjoni u proprjetajiet
tas-sustanza kimika li ghandha tigi ttestjata ghandhom jigu kkunsidrati biex jizguraw li jintuzaw metodi ta’
ttestjar xierqa (ez. meta jigu ttestjati metalli/komposti tal-metall, ghandhom jigu kkunsidrati l-effetti tal-pH u I-
kontrojoni asso¢jati) (1). Dan il-metodu ta’ ttestjar ma ghandux jindirizza l-pjanti esposti ghal fwar tas-sustanzi
kimici. Il-metodu ta’ ttestjar huwa applikabbli ghall-ittestjar tas-sustanzi kimici generali, il-bijocidi u l-prodotti
ghall-protezzjoni tal-pjanti (maghrufa wkoll bhala l-prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti jew il-pesticidi). Dan
gie zviluppat abbazi tal-metodi ezistenti (2) (3) (4) (5) (6) (7). Kienu kkunsidrati wkoll referenzi ohra pertinenti
ghall-ittestjar tal-pjanti (8) (9) (10). Fl-Appendici 1 jinghataw id-definizzjonijiet uzati.
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PRINCIPJU TAL-ITTESTJAR

2. It-test jivvaluta l-effetti fuq it-tfaccar tan-nebbiet u t-tkabbir bikri ta’ pjanti oghla wara espozizzjoni ghas-
sustanza kimika tat-test fil-hamrija (jew matri¢i tal-hamrija xierqa ohra). Iz-zrieragh jitqieghdu fkuntatt ma’
hamrija trattata bis-sustanza kimika tat-test u evalwata ghall-effetti li gejjin normalment 14-21 jum wara 50 %
holgien tan-nebbieta fil-grupp ta’ kontroll. Il-punti ta’ tmiem imkejla huma valutazzjoni vizwali tal-holgien tan-
nebbieta, piz tan-nebbieta niexfa (inhejja piz tan-nebbieta frisk) u fcerti kazijiet I-gholi tan-nebbieta, kif ukoll
valutazzjoni tal-effetti detrimentali vizibbli fpartijiet differenti tal-pjanta. Dawn il-kejliet u osservazzjonijiet
jitqabblu ma’ dawk ta’ pjanti ta’ kontroll mhux ittrattati.

3. Skont ir-rotta mistennija tal-espozizzjoni, is-sustanza kimika tat-test hija inkorporata fil-hamrija (jew possib-
bilment fmatri¢i tal-hamrija artifi¢cjali) jew applikata mal-wic¢ tal-hamrija, li tirrapprezenta b'mod xieraq ir-
rotta potenzjali tal-espozizzjoni ghas-sustanza kimika. L-inkorporazzjoni tal-hamrija ssir billi tigi ttrattata l-
hamrija aggregata. Wara l-applikazzjoni, il-hamrija tigi ttrasferita fil-qsari, u mbaghad zrieragh tal-ispeci tal-
pjanti partikolari jinzerghu fil-hamrija. L-applikazzjonijiet fuq il-wic¢ isiru fhamrija fil-gsari fejn diga nzerghu
z-zrieragh. L-unitajiet tal-ittestjar (kontrolli u hamriji ttrattati flimkien maz-zrieragh) imbaghad jitqieghdu
fkundizzjonijiet xierqa biex tigi appoggjata l-germinazzjoni/tkabbir tal-pjanti.

4. It-test jista’ jitwettaq sabiex tigi ddeterminata l-kurva ta’ doza-rispons, jew koncentrazzjonijrata unika bhala test
tal-limitu skont I-ghan tal-istudju. Jekk ir-rizultati mit-test tal-koncentrazzjonifrata jagbzu certu livell ta’
tossicita (ez. jekk jigu osservati effetti ikbar minn x %), jitwettaq test tas-sejba tal-medda biex jigu ddeterminati
IHimiti superjuri u inferjuri ghat-tossicita segwiti minn test tal-koncentrazzjonifrata biex tigi ggenerata kurva ta’
doza-rispons. Analizi statistika xierqa tintuza biex tinkiseb koncentrazzjoni EC, effikaci jew rata ta” applikazz-
joni effikaci ER, (ez. EC,s, ER,s, ECs,, ERy,) ghall-parametru/parametri l-iktar sensittivi ta’ interess. Barra minn
hekk, fdan it-test tista’ tigi kkalkolata l-koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) u l-koncentrazzjoni bl-inqas
effett osservat (LOEC).

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

5. L-informazzjoni li gejja hija utli ghall-identifikazzjoni tar-rotta mistennija tal-espozizzjoni ghas-sustanza kimika
u fit-tfassil tat-test: il-formula strutturali, il-purita, is-solubbilta fl-ilma, is-solubbilta fis-solventi organici, il-
koeffi¢jent tal-partizzjoni 1-ottanolfilma, l-imgiba tas-sorbiment tal-hamrija, il-pressjoni tal-fwar, l-istabbilta
kimika fl-ilma u d-dawl, u l-bijodegradabbilta.

VALIDITA TAT-TEST

6.  Sabiex it-test jigi kkunsidrat validu, il-kriterji ta’ prestazzjoni li gejjin ghandhom jigu ssodisfati fil-kontrolli:
— it-tfaccar ta’ nebbietahuwa tal-inqas 70 %;

— in-nebbieta ma jurux effetti fitotossici vizibbli (ez. klorozi, nekrozi, dbiel, deformazzjoni tal-weraq u zkuk)
u l-pjanti jesibixxu biss varjazzjoni normali fit-tkabbir u l-morfologija ghal dik l-ispeci partikolari;

— is-sopravivenza medja tan-nebbieta ta’ kontroll li nholqu hija tal-inqas 90 % ghad-durata tal-istudju;

— kundizzjonijiet ambjentali ghal speci partikolari huma identi¢ci u l-midjums tat-tkabbir fihom l-istess
ammont tal-matrici tal-hamrija, il-midjums ta’ appogg, jew sottostrat ghall-istess sors.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

7.  Sustanza kimika ta’ referenza jaf tigi ttestjata fintervalli regolari, biex tigi vverifikata l-prestazzjoni tat-test u r-
rispons tal-pjanti tat-test partikolari u I-kundizzjonijiet tat-test ma nbidlux b'mod sinifikanti maz-zmien.
Inkella, il-bijjomassa storika jew il-kejl tat-tkabbir tal-kontrolli jistghu jintuzaw biex jevalwaw il-prestazzjoni tas-
sistema flaboratorji partikolari, u jistghu jservu bhala mizura ta’ kontroll tal-kwalita gol-laboratorju.
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DESKRIZZJONI TAL-METODU
Hamrija naturali — Sottostrat artificjali

8.  Il-pjanti jistghu jitkabbru fi gsari permezz ta’ hamrija ramlija, ramel lomuz, jew hamrija taflija bir-ramel li fiha
sa 1,5 fil-mija karbonju organiku (madwar 3 fil-mija materja organika). Jistghu jintuzaw ukoll hamrija ghat-
twahhil kummer¢jali jew tahlita ta” hamrija sintetika li fihom sa 1,5 fil-mija karbonju organiku. Il-hamrija taflija
ma ghandhiex tintuza jekk is-sustanza kimika tat-test tkun maghrufa li ghandha affinita gholja ghat-tafal. II-
hamrija tas-sit ghandha tintgharbel ghal 2 mm dagqs tal-frak sabiex tigi omogenizzata u jitnehha I-frak ohxon.
Ghandu jigi rrapportat it-tip u l-konsistenza, % karbonju organiku, il-pH u l-kontenut tal-melh bhala
konduttivita elettronika tal-hamrija mhejjija finali. Il-hamrija ghandha tigi kklassifikata skont skema ta’ klassifi-
kazzjoni standard (11). Il-hamrija tista’ tigi pasturizzata jew ittrattata bis-shana sabiex jitnagqas l-effett tal-
patogeni tal-hamrija.

9.  Il-hamrija naturali tista’ tikkomplika l-interpretazzjoni tar-rizultati u zzid l-varjabbilta minhabba proprjetajiet

kimici bhall-pH u l-potenzjal ta’ redox, li tista’ taffettwa 1-bijodisponibbilta tas-sustanza kimika tat-test (12) (13)
(14).

10. Is-sottostrati artificjali generalment ma jintuzawx ghall-ittestjar ta’ prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti, izda
jistghu jkunu ta’ uzu ghall-ittestjar ta’ sustanzi kimici generali jew fejn ikun mixtieq li titnaqqas il-varjabbilta
tal-hamrija naturali u tizdied il-paragunabbilta tar-rizultati tat-test. Is-sottostrati uzati ghandhom ikunu
komposti ta’ materjali inerti li jnaqqsu l-interazzjoni mas-sustanza kimika tat-test, il-portatur tas-solvent, jew it-
tnejn li huma. Ramel kwarzuz mahsul bl-ac¢idu, suf minerali u zibeg tal-hgieg (ez. b'dijametru bejn 0,35 u
0,85 mm) instabu li huma materjali inerti xierqa li jassorbu minimalment is-sustanza kimika tat-test (15), u
dan jizgura li s-sustanza kimika tkun disponibbli kemm jista’ jkun kollha ghaz-zerriegha permezz tat-tehid
mill-gherug. Is-sottostrati mhux xierga, ikunu jinkludu vermikolat, perlajt jew materjali ohra assorbenti hafna.
Ghandhom jigu pprovduti nutrijenti ghat-tkabbir tal-pjanti biex jigi zgurat li l-pjanti ma jkunux taht stress
minhabba nuqqasijiet ta’ nutrijenti, u fejn ikun possibbli dan ghandu jigi vvalutat permezz ta’ analizi tas-
sustanzi kimici jew b'valutazzjoni vizwali tal-pjanti ta’ kontroll.

Kriterji ghall-ghazla tal-ispecijiet tat-test

11. L-ispecijiet maghzula ghandhom ikunu ragonevolment varjati, ez. meta wiehed iqis id-diversita tassonomika
taghhom fir-renju tal-pjanti taghhom, id-distribuzzjoni taghhom, l-abbundanza, il-karatteristi¢i tac-¢iklu tal-
hajja specifiku ghall-ispeci u r-regjun ta’ okkorrenza naturali, biex tigi zviluppata medda ta’ risponsi (8) (10)
(16) (17) (18) (19) (20). I-karatteristici li gejjin tal-ispecijiet tat-test possibbli ghandhom jigu kkunsidrati fl-
ghazla:

— l-ispecijiet ghandhom zerriegha uniformi li huma disponibbli minnufih minn sors(i) standard affidabbli ta’
zerriegha u li jipproducu germinazzjoni konsistenti, affidabbli u ugwali, kif ukoll tkabbir tan-nebbieta
uniformi;

— il-pjanta hija soggetta ghall-ittestjar fil-laboratorju, u tista’ taghti rizultati affidabbli u riproducibbli fi hdan u
fil-facilitajiet ta’ ttestjar kollha;

— is-sensittivita tal-ispecijiet ittestjati ghandha tkun konsistenti mar-risponsi tal-pjanti misjuba fl-ambjent
espost ghas-sustanza kimika;

— dawn intuzaw sa Certu punt f'testijiet tat-tossicita precedenti u l-uzu taghhom, perezempju, fbijoassaggi tal-
haxix, skrinjar ta’ metalli tqal, testijiet tas-salinita jew it-testijiet tal-istress minerali jew studji tal-allelopatija
jindika sensittivita ghal varjeta wiesgha ta’ fatturi li joholqu pressjoni;

— huma kompatibbli mal-kundizzjonijiet ta’ tkabbir tal-metodu ta’ ttestjar;

— jissodisfaw il-kriterji ta’ validita tat-test.

Xi whud mill-ispecijiet tat-test l-iktar storikament uzati huma elenkati fl-Appendi¢i 2 u l-ispecijiet li potenz-
jalment mhumiex pjanti fl-Appendici 3.
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12. In-numru ta’ specijiet li ghandhom jigu ttestjati jiddependi fuq ir-rekwiziti regolatorji rilevanti, ghalhekk
mhuwiex specifikat fdan il-metodu ta’ ttestjar.

Applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test

13. Is-sustanza kimika ghandha tigi applikata fportatur xieraq (ez. ilma, acetun, etanol, polietilen glikol, gomma
Gharbija, ramel). Tahlitiet (prodotti formulati jew formulazzjonijiet) li jkun fihom ingredjenti attivi u diversi
agguvanti jistghu jigu ttestjati wkoll.

Inkorporazzjoni fhamrija/sottostrat artificjali

14. Is-sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma jew huma suspizi fl-ilma jistghu jizdiedu mal-ilma, u mbaghad is-soluzzjoni
tithallat mal-hamrija b’apparat ta’ tahlit xieraq. Dan it-tip ta’ test jista’ jintuza jekk l-espozizzjoni ghas-sustanza
kimika tkun permezz tal-hamrija jew ilma interstizjali tal-hamrija u li hemm thassib li tingibed mill-gheruq. Il-
kapacita ta’ zamma tal-ilma tal-hamrija ma ghandhiex tinqabez biz-Zieda tas-sustanza kimika tat-test. Il-volum
ta’ ilma mizjud ghandu jkun l-istess ghal kull koncentrazzjoni tat-test, izda ghandu jkun limitat biex jigi evitat
it-taghqid agglomerat tal-hamrija.

15. Is-sustanzi kimici b’solubbilta fl-ilma baxxa ghandhom jinhallu fsolvent volatili xieraq (ez. acetun, etanol) u
mhallta bir-ramel. Imbaghad is-solvent jista’ jitnehha mir-ramel permezz ta’ fluss ta’ arja filwaqt li jitkompla
jithallat ir-ramel. Ir-ramel ittrattat jithallat mal-hamrija sperimentali. Jigi stabbilit kontroll iehor li jircievi ramel
u solvent biss. Jizdiedu ammonti ugwali ta’ ramel, b’solvent imhallat u mnehhi mal-livelli ta’ trattament kollha
u t-tieni kontroll. Ghal sustanzi kimici tat-test solidi u li ma jinhallux, il-hamrija xotta u s-sustanza kimika
jithalltu fapparat ta’ tahlit xieraq. Minn hawn ’il quddiem, il-hamrija titpogga fil-gsari u z-zerriegha tinzera’
minnufih.

16. Meta jintuza sottostrat artifi¢jali minflok il-hamrija, is-sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma jistghu jinhallu fis-
soluzzjoni tan-nutrijenti ezattament qabel il-bidu tat-test. Is-sustanzi kimic¢i li ma jinhallux fl-ilma, li izda
jistghu jigu sospizi fl-ilma permezz ta’ portatur ta’ solvent, ghandhom jizdiedu mal-portatur, mas-soluzzjoni
tan-nutrijenti. Is-sustanzi kimici li ma jinhallux fl-ilma, li ghalihom m’hemm disponibbli ebda portatur mhux
tossiku li jinhall fl-ilma, ghandhom jinhallu f'solvent volatili xieraq. Is-soluzzjoni kimika tithallat mar-ramel jew
maz-zibeg tal-hgieg, titpogga fapparat vakwu rotatorju, u tigi evaporata, biex tibqa’ kisja uniformi ta’ sustanza
kimika fuq ir-ramel jew iz-zibeg. Porzjon ippezat ta’ zibeg ghandu jigi estratt bl-istess solvent organiku u s-
sustanza kimika tigi assaggjatta qabel jimtlew il-kontenituri tal-qsari.

Applikazzjoni fuq il-wicc

17. Ghal prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti, hafna drabi wic¢ il-hamrija tigi sprejjata bis-soluzzjoni tat-test ghall-
applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test. It-taghmir kollu uzat fit-twettiq tat-testijiet, inkluz it-taghmir uzat
biex tigi ppreparata u tinghata s-sustanza kimika tat-test, ghandu jkun ta’ tali disinn u kapacita li t-testijiet li
jinvolvu dan it-taghmir jistghu jitwettqu b’'mod preciz u li jaghti kopertura riproducibbli. Il-kopertura ghandha
tkun uniformi fl-ucuh tal-hamrija kollha. Ghandha tinghata attenzjoni biex tigi evitata l-possibbilta li s-sustanzi
kimici jigu adsorbiti mit-taghmir jew ikun hemm reazzjoni mieghu (ez. tubi tal-plastik u sustanzi kimici
lipofilici jew parts u elementi tal-azzar). Is-sustanza kimika tat-test tigi sprejata fuq wic¢ il-hamrija b’simu-
lazzjoni ta’ applikazzjonijiet tat-tank tal-isprej tipici. Generalment, il-volumi tal-isprej ghandhom ikunu fil-
medda ta’ prattika agrikola normali u l-volumi (ghandu jigi rrapportat l-ammont ta’ ilma, ec¢). It-tip ta’
zennuna ghandha tintghazel biex tipprovdi kopertura uniformi ta’ wic¢ il-hamrija. Jekk jigu applikati solventi u
portaturi, ghandu jigi stabbilit grupp iehor ta’ pjanti ta’ kontroll li jircievi biss is-solvent/portatur. Dan
mhuwiex mehtieg ghal prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti ttestjati bhala formulazzjonijiet.

Verifika tal-koncentrazzjoni/rata tas-sustanza kimika tat-test

18. Il-koncentrazzjonijiet/rati ta’ applikazzjoni ghandhom jigu kkonfermati minn verifika analitika xierqa. Ghal
sustanzi kimici li jinhallu, verifika tal-koncentrazzjonijiet/rati tat-test kollha tista’ tigi kkonfermata b’analizi tal-
oghla koncentrazzjoni tas-soluzzjoni tat-test ghat-test b’dokumentazzjoni dwar id-dilwizzjoni sussegwenti u I-
uzu ta’ taghmir ta’ applikazzjoni kkalibrat (ez. oggetti tal-hgieg analitici kkalibrati, kalibrazzjoni tat-taghmir ta’
applikazzjoni tal-isprejer). Ghal sustanzi kimici li ma jinhallux, ghandha tigi pprovduta verifika tal-materjal
kompost bil-pizijiet tas-sustanza kimika tat-test mizjuda mal-hamrija. Jekk ikun hemm bzonn ta’ dimostrazzjoni
ta’ omogenita, jaf tkun mehtiega analizi tal-hamrija.
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PROCEDURA
Disinn tat-test

19. Iz-zrieragh tal-istess speci jithawlu fil-qsari. In-numru ta’ Zrieragh mizrugha fkull qasrija sejjer jiddependi skont
l-ispeci, id-daqs tal-qasrija u d-durata tat-test. In-numru ta’ pjanti fkull qasrija ghandu jipprovdi kundizzjonijiet
ta’ tkabbir adegwati u jevita ffullar matul it-test. Id-densitd massima ta’ pjanti ghandha tkun 3 — 10 Zrieragh
fkull 100 cm? skont id-daqs taz-zrieragh. Ez., hija rakkomandata pjanta tal-qamh, tas-sojja, tat-tadam, tal-hjar,
jew tal-pitravi taz-zokkor fkull kontenitur ta’ 15 cm; tliet pjanti tal-kolza jew tal-pizelli fkull kontenitur ta’
15 cm; u 5 sa 10 basliet, gamh, jew zrieragh zghar ohra fkontenitur ta’ 15 cm. In-numru ta’ Zrieragh u gsari
repliki (ir-replikat huwa ddefinit bhala qgasrija, ghalhekk il-pjanti fl-istess gasrija ma jikkostitwixxux replikat)
ghandu jkun adegwat ghall-ahjar analizi statistika (21). Wiehed ghandu jinnota li l-varjabbilta sejra tkun ikbar
ghall-ispecijiet tat-test permezz ta’ inqas zrieragh kbar fkull qasrija (repliki), meta mqabbel mal-ispecijiet tat-test
fejn huwa possibbli li jintuzaw numri ikbar ta’ zrieragh fkull qasrija. Bit-thawwil ta’ numru ugwali ta’ Zrieragh
fkull qasrija, din il-varjabbilta tista’ titnaqqas.

20. Jintuzaw gruppi ta’ kontroll biex jigi assigurat li l-effetti osservati huma asso¢jat mal-espozizzjoni tas-sustanza
kimika tat-test jew attribwita lilha. Il-grupp ta’ kontroll xieraq ghandu jkun identiku fkull aspett ghall-grupp
tat-test hlief ghall-espozizzjoni ghas-sustanza kimika tat-test. Ftest partikolari, il-pjanti tal-ittestjar kollha inkluz
il-kontrolli ghandhom ikunu mill-istess sors. Biex tkun evitata imparzjalita, hija mehtiega assenjazzjoni kazwali
tal-gsari tat-test u ta’ kontroll.

21. Ghandhom jigu evitati zrieragh miksija b'insetti¢idju jew fungicidju (jigifieri Zrieragh ‘imlibbsa’). Madankollu, -
uzu ta’ certi fungicidji ta’ kuntatt mhux sistemiku (ez. captan, thiram) huwa permess minn xi awtoritajiet
regolatorji (22). Jekk il-patogeni li jingarru miz-zerriegha huma ta’ thassib, iz-zrieragh jistghu jixxarbu ghal ftit
hin fsoluzzjoni ta’ 5 % ipoklorit dghajfa, imbaghad jitlahalhu b'mod esteniv taht l-ilma tal-vit u jitnixxfu.
Mhuwa permess ebda trattament rimedjali bi prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti ohrajn.

Kundizzjonijiet tat-test

22. Il-kundizzjonijiet tat-test ghandhom ikunu kemm jista’ jkun l-istess bhal dawk il-kundizzjonijiet mehtiega ghat-
tkabbir normali ghall-ispecijiet u l-varjetajiet ittestjati (Appendici 4 jipprovdi ezempji tal-kundizzjonijiet tat-
test). Il-pjanti godda ghandhom jinZammu bi prattiki ortikulturali godda fkmamar b’ambjent ikkontrollat,
fitotroni, jew serer. Meta jintuzaw facilitajiet tat-tkabbir, dawn il-prattiki generalment jinkludu registrazzjoni ta’
kontroll u adegwatament frekwenti (ez. kuljum) tat-temperatura, l-umdita, il-koncentrazzjoni tad-dijossidu tal-
karbonju, id-dawl (l-intensita, it-tul tal-mewga, ir-radjazzjoni attiva fotosintetikament) u l-perjodu ta’ dawl,
mezzi ta’ tisqija, ec¢, biex jigi assigurat tkabbir tajjeb tal-pjanti kif iggudikat mill-pjanti ta’ kontroll tal-ispecijiet
maghzulin. It-temperaturi tas-serer ghandhom jigu kkontrollati permezz ta’ sistemi ta’ ventilazzjoni, tishin u/
jew tkessih. Generalment, il-kundizzjonijiet li gejjin huma rakkomandati ghall-ittestjar tas-serer:

— temperatura: 22 °C £ 10 °C;
— umdita: 70 % £ 25 %;
— fotoperjodu: minimu ta’ 16-il siegha ta’ dawl;

— intensita tad-dawl: 350 * 50 pE[m,/[s. Jaf ikun mehtieg dawl addizzjonali jekk l-intensita tonqos taht
200 pE/m,/s, tul tal-mewga 400 — 700 nm hlief ghal certi specijiet li ghandhom inqas rekwiziti ta’ dawl.

Il-kundizzjonijiet ambjentali ghandhom jigu ssorveljati u rrapportati matul l-istudju. Il-pjanti ghandhom
jitkabbru fplastik mhux poruz jew qgsari bi hgieg doppju bi trej jew plattina taht il-qasrija. Il-gsari jistghu
jitgieghdu fpost iehor kull ¢ertu zmien biex titnaqqas il-varjabbilta fit-tkabbir tal-pjanti (minhabba d-differenzi
fil-kkundizzjonijiet tat-test fi hdan il-facilitajiet ta’ tkabbir). Il-qsari ghandhom ikunu kbar bizzejjed biex
jippermettu tkabbir normali.

23. In-nutrijenti tal-hamrija jistghu jigu ssupplimentati kif mehtieg biex jinZamm vigur tajjeb tal-pjanti. Il-htiega u
l-ghazla tal-hin ta’ nutrijenti addizzjonali tista’ tigi ggudikata bl-osservazzjoni tal-pjanti ta’ kontroll. Hija
rakkomandata t-tisqija mill-qiegh tal-kontenituri tat-test (ez. permezz ta’ ftejjel tal-fibra tal-hgieg). Madankollu,
tista’ tintuza tisqija inizjali minn fuq biex tigi stimulata I-germinazzjoni taz-zrieragh, u ghall-applikazzjoni fuq
wic¢ il-hamrija, tiffacilita -moviment tas-sustanza kimika fil-hamrija.
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24. Tl-kundizzjonijiet ta’ tkabbir specifici ghandhom ikunu xierqa ghall-ispecijiet ittestjati u s-sustanza kimika tat-
test investigata. Il-pjanti ta’ kontroll u ttrattati ghandhom jinzammu fl-istess kundizzjonijiet, madankollu
ghandhom jittiehdu mizuri adegwati biex tigi evitata espozizzjoni inkro¢jata (ez. ta’ sustanzi kimici volatili)
bejn trattamenti differenti u tal-kontrolli ghas-sustanza kimika tat-test.

Ittestjar fkoncentrazzjoni/rata unika

25. Sabiex tigi ddeterminata l-koncentrazzjonifrata xierqa ta’ sustanza kimika ghat-twettiq ta’ test (ta’ sfida/limitu)
tar-rata jew ta’ koncentrazzjoni unika, ghandhom jigu kkunsidrati bosta fatturi. Ghal sustanzi kimic¢i generali,

trazzjoni massima jew ir-rata ta’ applikazzjoni, in-numru ta’ applikazzjonijiet fkull stagun ufjew il-persistenza
tas-sustanza kimika tat-test. Biex jigi ddeterminat jekk sustanza kimika generali ghandhiex proprjetajiet
fitotossici, jaf ikun xieraq li jigi ttestjat il-livell massimu ta’ hamrija xotta ta’ 1 000 mg/kg.

Test tas-sejba tal-medda

26. Meta jkun mehtieg jista’ jitwettaq test tas-sejba tal-medda biex jipprovdi gwida dwar il-koncentrazzjonijiet/rati li
ghandhom jigu ttestjati fi studju finali dwar ir-rispons ghad-doza. Ghat-test tas-sejba tad-doza, il-koncentrazz-
jonijiet/rati tal-ittestjar ghandhom jigu spazjati sew (ez. hamrija xotta ta’ 0,1, 1,0, 10, 100 u 1 000 mg/kg).
Ghal prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti, il-koncentrazzjonijiet/rati jistghu jkunu bbazati fuq il-konc¢entrazzjoni
jew ir-rata ta’ applikazzjoni rakkomandata jew massima, ez. 1/100, 1/10, 1/1 tal-koncentrazzjoni jew rata ta’
applikazzjoni rakkomandata/massima.

Ittestjar fkoncentrazzjonijiet/rati multipli

27. 1lini tat-test b’koncentrazzjonijiet/rati multipli huwa li jistabbilixxi relazzjoni bejn id-doza u r-rispons u li jigi
ddeterminat il-valur EC, jew ER_ ghat-tfaccar, il-bijjomassa ufjew l-effetti vizwali meta mqabbel ma’ kontrolli
mhux esposti, kif mehtieg mill-awtoritajiet regolatorji.

28. In-numru u l-ispazju tal-koncentrazzjonijiet jew ir-rati ghandhom ikunu bizzejjed biex jiggeneraw relazzjoni
bejn id-doza u r-rispons u l-ekwazzjoni tar-rigressjoni u jaghti stima tal-EC_ jew ER . Il-koncentrazzjonijiet/rati
maghzula ghandhom jinkludu l-valuri EC, jew ER_ li ghandhom jigu ddeterminati. Perezempju, jekk ikun
mehtieg valur EC,, huwa rakkomandabbli li jsir ittestjar frati li jipproducu effett bejn 20 sa 80 %. In-numru
rakkomandat tal-koncentrazzjonijiet/rati tal-ittestjar biex jintlahaq dan huwa tal-inqas hamsa f'serje geometrika
flimkien ma’ kontroll mhux ittrattat, u spazjat b'fattur li ma jaqbizx tlieta. Ghal kull grupp ta’ trattament u
kontroll, in-numru ta’ repliki ghandu jkun tal-inqas erbgha u n-numru totali ta’ Zrieragh ghandu jkun tal-
inqas 20. Iktar repliki ta’ certi pjanti b’rata ta’ germinazzjoni baxxa jew b’drawwiet ta’ tkabbir varjabbli jaf
ikunu mehtiega biex tizdied is-setgha statistika tat-test. Jekk jintuzaw numru kbir ta’ koncentrazzjonijiet/rati tat-
test, jista’ jitnaqqas in-numru ta’ repliki. Jekk trid tigi stmata I-NOEC, jaf ikunu mehtiega iktar repliki biex
tinkiseb s-setgha statistika mixtieqa (23).

Osservazzjonijiet

29. Matul il-perjodu ta’ osservazzjoni, jigifieri bejn 14 u 21 jum wara li tfaccaw 50 % tal-pjanti ta’ kontroll (il-
kontrolli ta’ solventi ukoll, jekk ikun applikabbli), il-pjanti huma osservati frekwentement (tal-ingas kull gimgha
u jekk ikun possibbli kuljum) ghat-tfaccar u I-fitototossicita u l-mortalita vizwali. Fi tmiem it-test, ghandu jigi
rregistrat il-kejl tat-tfaccar percentwali u l-bijomassa tal-pjanti li jibqghu hajjin, kif ukoll l-effetti detrimentali
vizibbli fil-partijiet differenti tal-pjanta. Din tal-ahhar tinkludi anormalitajiet fid-dehra taz-zrieragh li tfaccaw,
twaqqif tat-tkabbir, klorozi, skolorazzjoni, mortalita, u effetti fuq l-izvilupp tal-pjanta. Il-bijomassa finali tista’
titkejjel permezz tal-piz xott medju tan-nebbieta tal-pjanti li jibqghu hajjin, billi n-nebbieta tinzera’ fwicc il-
hamrija u titnixxef ghal piz kostanti ta’ 60 °C. Inkella, il-bijjomassa finali tista’ titkejjel permezz tal-piz frisk tan-
nebbieta. L-gholi tan-nebbieta jaf ikun punt ta’ tmiem ichor, jekk ikun mehtieg mill-awtoritajiet regolatorji.
Ghandha tintuza sistema ta’ punteggi uniformi ghal dannu vizwali biex jigu evalwati r-risponsi tossici
osservabbli. Fir-referenzi (23) (24), inghataw ezempji ghat-twettiq ta’ klassifikazzjonijiet vizwali kwalitattivi jew
kwantitattivi.
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DEJTA U RAPPORTAR
Analizi statistika
Test fkoncentrazzjonifrata wahda

30. Dejta ghal tali specijiet ta’ pjanti ghandha tigi analizzata permezz ta’ metodu statistiku xieraq (21). Ghandu jigi
rrapportat il-livell ta’ effett fil-koncentrazzjonifrata tat-test, jew in-nuqgas ta’ lhuq ta’ effett partikolari fil-
koncentrazzjoni/rata tat-test (ez., < x % l-effett osservat fkoncentrazzjoni jew rata y )

Test fkoncentrazzjoni/rata multipla

31. Hija stabbilita relazzjoni bejn id-doza u r-rispons ftermini ta’ ekwazzjoni ta’ rigressjoni. Jistghu jintuzaw
mudelli differenti: perezempju, biex jigu stmati I-EC_ jew ER_ (ez. EC,,, ER, EC;,, ER; ) u l-limiti ta’ kunfidenza
ghat-tfaccar bhald-dejta kwantali, il-metodi logit, probit, Weibull, Spearman-Karber, Spearman-Karber trimmyjat,
ec¢ jistghu jkunu xierqa. Ghat-tkabbir tan-nebbieta (piz u gholi) bhala punti ta’ tmiem kontinwi EC, jew ER_u
I-limiti ta’ kunfidenza tieghu, jistghu jigu stmati permezz ta’ analizi tar-rigressjoni xierqa (ez. analizi tar-
rigressjoni mhux lineari Bruce-Versteeg (25)). Kull meta jkun possibbli, I-R? ghandu jkun 0,7 jew oghla ghall-
bicca l-kbira tal-ispecijiet sensittivi u l-koncentrazzjonijiet/rati tal-ittestjar uzati biex jinkludu effetti bejn 20 % u
80 %. Jekk ghandha tigi stmata I-NOEC, l-applikazzjoni ta’ testijiet statistici b’sahhithom ghandu jkun
ippreferut u dawn ghandhom jintghazlu abbazi tad-distribuzzjoni tad-dejta (21) (26).

Rapport tat-test

32. Ir-rapport tat-test ghandu jipprezenta rizultati tal-istudji kif ukoll deskrizzjoni ddettaljata tal-kundizzjonijiet tat-
test, diskussjoni fid-dettall tar-rizultati, analizi tad-dejta, u l-konkluzjonijiet migbura mill-analizi. Ghandu jigi
pprovdut sommarju tabulari u silta mir-rizultati. Ir-rapport ghandu jinkludi dawn li gejjin:

Sustanza kimika tat-test:

— dejta ta’ identifikazzjoni tas-sustanza kimika, proprjetajiet rilevanti tas-sustanza kimika ttestjata (ez. log P_,
solubbilta fl-ilma, pressjoni tal-fwar u informazzjoni dwar id-destin u l-imgiba ambjentali, jekk tkun
disponibbli);

— dettalji dwar it-thejjija tas-soluzzjoni tat-test u l-verifika tal-konc¢entrazzjonijiet tat-test kif specifikat fil-
paragrafu 18.

Specijiet tat-test:

— dettalji dwar l-organizmu tat-test: specifvarjeta, familji tal-pjanti, ismijiet xjentifici u komuni, sors u storja
taz-zerriegha kemm jista’ jkun iddettaljata (jigifieri isem il-fornitur, germinazzjoni percentwali, klassi tad-
dags, lott jew numru tal-lott taz-zerriegha, lott jew numru tal-lott, sena taz-zerriegha jew stagun tat-tkabbir
meta ngabret, klassifikazzjoni tad-data ta’ germinazzjoni) vijabbilta, ec¢;

— numru ta’ monospecijiet u specijiet di-kotiledon ittestjati;

— ragunament ghall-ghazla tal-ispecijiet;

— deskrizzjoni tal-hzin, it-trattament u z-Zamma taz-zerriegha.

Kundizzjonijiet tat-test:

— facilita tal-ittestjar (ez. kompartiment tat-tkabbir, fitotron u serra);

— deskrizzjoni tas-sistema tat-test (ez. il-gisien tal-qsari, il-materjal tal-gsari l-ammonti ta’ hamrija);

— karatteristi¢i tal-hamrija (konsistenza jew tip ta’ hamrija: distribuzzjoni u klassifikazzjoni tal-frak tal-
hamrija, proprjetajiet fizi¢i u kimici inkluz I- % ta’ materja organika, 1- % tal-karbonju organiku u I-pH);

— preparazzjoni ta’ hamrija/sottostrat (ez. hamrija, hamrija artificjali, ramel u ohrajn) gabel it-test;

— deskrizzjoni tal-midjum tan-nutrijenti jekk jintuza;
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— applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test: deskrizzjoni tal-metodu ta’ applikazzjoni, deskrizzjoni tat-
taghmir, rati ta’ espozizzjoni u volumi li jinkludu l-verifika tas-sustanza kimika, deskrizzjoni tal-metodu ta’
kalibrazzjoni u deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet ambjentali matul l-applikazzjoni;

— kundizzjonijiet tat-tkabbir: intensita tad-dawl (ez. PAR, radjazzjoni fotosintetikament attiva), fotoperjodu,
temperaturi massimi/minimi, skeda u metodu tat-tisgija, fertilizzazzjoni;

— numru ta’ zrieragh fkull qasrija, numru ta’ pjanti ghal kull doza, numru ta’ repliki (qsari) ghal kull rata ta’
espozizzjoni;

— tip u numru ta’ kontrolli (kontrolli negattivi ufjew pozittivi, kontroll tas-solvent jekk jintuza);

— durata tat-test.

Rizultati:

— tabella tal-punti tat-tmiem kollha ghal kull replikat, il-kon¢entrazzjoni/rata tat-test u l-ispecijiet;

— in-numru u t-tfa¢car percentwali meta mgabbel mal-kontrolli;

— il-kejliet tal-bijomassa (piz xott jew piz frisk tan-nebbieta) tal-pjanti bhala per¢entwal tal-kontrolli;

— l-gholi tan-nebbieta tal-pjanti bhala l-percentwal tal-kontrolli, jekk imkejjel;

— dannu vizwali percentwali u deskrizzjoni kwalitattiva u kwantitattiva tad-dannu vizwali (klorozi, nekrozi,
dbiel, deformazzjoni tal-weraq u z-zokk, kif ukoll kwalunkwe nuqqas ta’ effetti) mis-sustanza kimika tat-test

meta mqabbel mal-pjanti ta’ kontroll;

— deskrizzjoni tal-iskala tal-klassifikazzjoni uzata biex jigi ggudikat id-dannu vizwali, jekk tigi pprovduta
klassifikazzjoni vizwali;

— ghal studji tar-rata unika, ghandu jigi rrapportat id-dannu percentwali;

— Il-valuri EC, jew ER_ (ez. ECy,, ER,,, EC,5, ER);) u l-limiti ta’ kunfidenza relatati. Meta titwettaq l-analizi tar-

rigressjoni, ipprovdi l-izball standard ghall-ekwazzjoni tar-rigressjoni, u l-izball standard ghall-istima tal-
parametru individwali (ez. il-pendil, l-intercetta);

— il-valuri NOEC (u LOEC) jekk jigu kkalkolati;

— deskrizzjoni tal-proceduri statistiki u l-prezunzjonijiet uzati;

— wiri grafiku ta’ din id-dejta u r-relazzjoni bejn id-doza u r-rispons tal-ispecijiet ittestjati.

Id-devjazzjonijiet mill-proceduri deskritti fdan il-metodu ta’ ttestjar u kwalunkwe okkorrenzi matul it-test.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Ingredjent attiv (ai.) (jew sustanza attiva (a.s.)) huwa materjal imfassal biex jipprovdi effett bijologiku specifiku
(ez. kontroll tal-insetti, kontroll tal-mard tal-pjanti, kontroll tax-xibt fl-erja tat-trattament), maghruf ukoll bhala I-
ingredjent attiv tal-grad tekniku, sustanza attiva.

Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

Prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti (CPPs jew PPPs) jew pesti¢idi huma materjali b'attivitd bijologika specifika
uzati b'mod mahsub biex jipprotegu l-pjanti minn pesti (ez. mard fungali, insetti u pjanti kompetittivi).

EC,. Koncentrazzjoni tal-Effett ta’x % jew ER,. Rata tal-Effett ta’ x % hija l-koncentrazzjoni jew ir-rata li
tirrizulta fbidla mhux mixtieqa ta’ x % fil-punt tat-tmiem finali tat-test li jitkejjel b'mod relattiv ghall-kontroll (ez.
25 % jew 50 % tnaqqis fit-tfaccar ta’ nebbiet, piz tan-nebbiet, numru finali ta’ pjanti prezenti, jew zieda fid-dannu
vizwali jikkostitwixxi EC,s/ER,, jew EC,,[ER,, rispettivament).

Tfaccar hija d-dehra ta’ koleottilu jew kotiledon fuq wic¢ il-hamrija.

Formulazzjoni hija 1-prodott formulat kommer¢jalment li fih is-sustanza attiva (ingredjent attiv), maghrufa wkoll
bhala l-preparazzjoni finali (') jew prodott ghall-uzu finali (TEP) tipiku.

LOEC (Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat) hija l-ingas koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fejn gie
osservat effett. Fdan it-test, il-konc¢entrazzjoni li tikkorrispondi ghal-LOEC, ghandha effett statistikament sinifikanti
(p < 0,05) fperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqabbel mal-kontroll, u hija oghla mill-valur NOEC.

Pjanti mhux fil-mira: Dawk il-pjanti li mhumiex fl-erja tal-pjanti fil-mira. Ghal prodotti ghall-protezzjoni tal-pjanti,
dan generalment jirreferi ghall-pjanti li ma jaghmlux parti mill-erja tat-trattament.

NOEC (Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat) hija I-oghla koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fejn ma gie
osservat ebda effett. Fdan it-test, il-koncentrazzjoni li tikkorrispondi ghall-NOEC, ma ghandha ebda effett statisti-
kament sinifikanti (p < 0,05) fperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqabbel mal-kontroll.

Fitotossicita: Devjazzjonijiet detrimentali (b'valutazzjonijiet imkejla u vizwali) mill-mudell normali ta’ dehra u
tkabbir ta’ pjanti brispons ghal sustanza kimika partikolari.

Replikat huwa l-unitd sperimentali li tirrapprezenta l-grupp ta’ kontroll ufjew il-grupp ta’ trattament. Fdawn -
istudji, il-kontenitur huwa ddefinit bhala r-replikat.

Valutazzjoni vizwali: Klassifikazzjoni tad-dannu vizwali abbazi tal-osservazzjonijiet tal-istand tal-pjanta, il-vigor, il-
malformazzjoni, il-klorozi, in-nekrozi, u dehra generali wara paragun ma’ kontroll.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata matul dan il-metodu ta’ ttestjar.

(") Preparazzjoni Finali: Il-prodott formulat li fih is-sustanza attiva (ingredjent attiv) mibjugh fis-sug.
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Appendici 2
Lista ta’ specijiet storikament uzati fl-ittestjar tal-pjanti
Familja Speci Ismijiet komuni

DICOTYLEDONAE

Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Karrotti

Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Girasol

Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Hassa

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Mustarda Bajda

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica campestris var. chinensis

Kabocca c¢iniza

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Kolza
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Kabocca
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Nevew

Brassicaceae (Cruciferae)

Lepidium sativum

Krexxuni tal-gnien

Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Ravanell
Chenopodiaceae Beta vulgaris Pitravi
Cucurbitaceae Cucumis sativus Hjara

Fabaceae (Leguminosae)

Glycine max (G. soja)

Fazola tas-sojja

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus aureus

Fazola mung

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Dwarf bean, Fazola Franciza, Fazola
tal-gnien

Fabaceae (Leguminosae)

Pisum sativum

Pizelli

Fabaceae (Leguminosae)

Trigonella foenum-graecum

Zerriegha tal-fienu

Fabaceae (Leguminosae)

Lotus corniculatus

Qrempuc¢ tal-moghoz

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

Silla Hamra

Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Gulbiena
Linaceae Linum usitatissimum Kittien
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Qambh saracin
Solanaceae Solanum lycopersicon Tadam




L 54/86 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 1.3.2016

Familja Speci Ismijiet komuni
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Basal
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Hafur
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Xghir
Poaceae (Gramineae) Lolium perenne Sikran perenni
Poaceae (Gramineae) Oryza sativa Ross
Poaceae (Gramineae) Secale cereale Segala
Poaceae (Gramineae) Sorghum bicolor Grain sorghum, Shattercane
Poaceae (Gramineae) Triticum aestivum Qamh
Poaceae (Gramineae) Zea mays Qambhirrum




Appendidi 3

Lista ta’ specijiet li potenzjalment mhumiex pjanti

Specijiet Potenzjali tal-OECD ghall-Ittestjar tat-Tossicita tal-Pjanti.

Nota: It-tabella li gejja tipprovdi informazzjoni ghal 52 speci li mhumiex pjanti (jinghataw referenzi fil-parentezi ghal kull entrata). Ir-rati ta’ tfac¢jaw pprovduti huma minn dokumen-
tazzjoni ppubblikata u huma ghal gwida generali biss. L-esperjenza individwali tista’ tiddependi skont is-sors taz-zerriegha u fatturi ohra.

. e Fotoperjodu Zmien ghall- o
FAMILJA Isem Botaniku Coe . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tatTab- | oo orinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispegl - Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha nazzjoni jew wil zjoni speciali () cita (9 Zrleragh leci- ohrajn (%
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir () (mm) (%) (jiem) ) tati (7)
APIACEAE A, B zoni disturbati, rin- | 1,7-1,9 (14, | L =D (14) 0 5 (50 %) | stratifikazzjoni bil-kesha | WARA (5)
Torilis japénica gieli ta’ sgajriet, merghat 19) (1, 19) (19) (7, 14, 18, 19) jaf tkun
] C (16, 19) mehtiega maturazzjoni
(Tgr51n tas-Sgajra Gappu- (19) germinazzjoni in-
niza) ibita mid-dlam (1, 19) I-
ebda trattament spegjali
)
ASTERACEAE P 0,09-0,17 L=D (14) 0 3 (50 %) | il-germinazzjoni mhijiex | WARA (4) A, D, F 7
Bellis perennis bur, ghelieqi li jinhartu, (4,19) (4) (19) ?ffettwata mill-irrad-
N terf (16, 19) 11 (100 %) |Janza(18, 19) ~l-<bda
(Lellux Ingliz) (18) trattament  specjali (4,
14)
Centaurea cyanus A 4,1-49 (4, | L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 l-ebda trattament spec- | WARA (2,4) | A, D,EF 7
(Wardet il-Qamh) ghelieqi, gniebi tat-to- 14) 14) (10&%) jali (2, 4)
roq, habitats miftuha (14)
(16)
Centaurea nigra P 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) |jaf tkun mehtiega matu- | WARA (5, A
(Centawrja Sewda) ghelieqi, gniebi tat-to- 19) (19) razzjoni(18, ]139) gerrpé- 22, 26)
roq, habitats miftuha 4 (97 %) | hazzjom inl 1ta mid-
(16, 19) (18) dlam (19) l-ebda tratta-
’ ment specjali (5, 14, 26)
Inula h elenium P 1-1,3 (4, 0 l-ebda trattament spec- | WARA (4) AF
Elecampane siti disturbati, umdi 14, 29) (4, 29) jali (4)
(16)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
; . nazzjoni jew 5 zjoni specjali (°) ¢ita (%) > ohrajn (%)
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir (2 (mm) (%) (jiem) (9 tati (7)
Leontodon hispidus P 0,85-1,2 L=D(14) 0 (19) 4 (50 %) | germinazzjoni  inibita | POST (5,
(Sinnet il-Ljun) gheliegi, gniebi tatto- | (14 19) (19) Irll)lccll-dlam (17,18,19) 11T 22, 23)
roq, zoni disturbati (16, 7(80%) |°€ ; trattament specjali
19) (18) (5, 23)
Rudbeckia hirta B, P disturbata 0,3(4,14) | L=D (14 0 <10 l-ebda trattament spec- | WARA (4, C,D,EF
(Black-eyed Susan) (16) (4, 33) (100 %) | jali 33)
(3) 14,14, 33
Solidago canadensis P 0,06-0,08 L=D(11) 0 14-21 hallat b'parti ugwali ta’ | WARA (4) E F
i 5 - s oni mi (4, 14) ramel u xarrab
21111Zr§a tad-Deheb Kana- | mergha, (zlog)l miftuha (4) (11) £500 ppm ghal 24 sie-
gha (11) l-ebda tratta-
ment specjali (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1) germinazzjoni tista’ tigi | QABEL U A
(Agrimonja Komuni) ghelieqi, habitats mif- 29) 5(29) inibita .mld-dlam (1) | WARA (31)
tuha (16) xarrab filma shun ghal
12-il siegha (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L=D(14) 10 brix (14) l-ebda tratta- | QABEL U A
(Agrimonja Spinuza) habitats miftuha (16) L>D (6) (6) ment specjali (6) WARA (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L=D (14) 10-20 (6, l-ebda trattament spec- | QABEL U A
(Agrimonja Taljana) ghelieqi, habitats mif- 21) jali Z\YAE? §61’
tuha (16) (6, 14, 21) » 28, 31)
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. e Fotoperjodu Zmien ghall- o
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
; . nazzjoni jew 5 zjoni specjali (°) ¢ita (%) > ohrajn (%)
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir (2 (mm) (%) (jiem) (9 tati (")
BRASSICACEAE p 0,6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | germinazzjoni  inibita | WARA (5, F
Cardamine pratensis ghelieqi, gniebi tat-to- (19) le)lge;dgerlrtltaé}e%t slpge)éjalﬁ 22)
0,
(Kardamina) roq, terf (16, 19) 15 ((1988) %) (5, 14, 22)
CARYOPHYLLACEAE P 0,21 (14) L=D (14) <14 jaf tkun mehtiega matu- | WARA (5, F
: . : (100 %) razzjoni (18) l-ebda trat- | 15, 22-26)
b chnis flos-cucul (16) (14, 25) | tament specjali (5, 14,
(Fjur Kukulu) 15, 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 (14, | L =D (14) 0 2 (50 %) | it-trattament huwa diffe- | QABEL U A 32
Chenopodium album margini tal-ghelieqi, 19, 34) (1, 19) (19) rentl skont 11—ku.lur taz- WARA (28,
0 soni disturbati (16, 19) zerriegha (19) irqad fi 31, 34)
(Tigiega Hoxna) ’ hzien xott (19) germi-
nazzjoni inibita mid-
dlam (1, 18, 19) stratifi-
kazzjoni bil-kesha (18)
l-ebda trattament spec-
jali (14, 34)
CLUSIACEAE P 0,1-0,23 L=D 0 3 (19) germinazzjoni  inibita WARA A EF
Hypericum perforatum ghelieqi, art li tinharat, (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) mid-dlam (1, 18, 19) (5, 15, 25,
. . habitats miftuha (16, (18) l-ebda trattament (5, 14, 27)
(Fexfiex Komuni) 19) 15, 25, 27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | germinazzjoni mhux af- | QABEL U A
Ipomoea hederacea ¢niebi tat-torog, habitats (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) ﬁt)twata mill-irradjanza WARA
I ol miftuha, ghelieqi tal- (6,12, 21,
(lpomea Vjola) gqamhirrum (16) l-ebda trattament spec- 28)
jali (6, 21)
CYPERACEAE P 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | germinazzjoni  inibita | QABEL U B 7
Cyperus rotundus art li tinharat, merghat, (14) (14) 10-20 (6, (10) mid-dlam (1) WARA
(Nutsedge Vjola) ¢niebi tat-toroq (16, 30) 10) l-ebda trattament spec- | (6, 28, 31)

jali (6, 10, 14)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil S s o Zrieragh I¢ci- .
; . nazzjoni jew 5 zjoni specjali (°) ¢ita (%) > ohrajn (%)
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir (2 (mm) (%) (jiem) (9 tati (")
FABACEAE P 1-1,67 | L=D (14) 1(50 %) | brix (14, 19) WARA A, D,EF
Lotus corniculatus ghelieqi bil-haxix, gniebi (14, 19) (19) il-germinazzjoni mhijiex | (5, 23, 25)
tat-toroq, habitats mif- affettwata mill-irrad-
(Ghantqux) tuha (16, 19) janza (18, 19) l-ebda
trattament specjali (23,
25)
Senna obtusifolia A 23-28 L=D (14) 10-20 xarrab  iz-zrieragh fl- WARA A
(Kassja, Sicklepod) boskijiet umdi (16) (9) L>D(9) (6,9) ilma ghal 24 siegha (9) (6,9)
brix (14) il-vijabbilta
taz-zerriegha hija diffe-
renti skont il-kulur (1) I-
ebda trattament specjali
(6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 xarrab iz-zrieragh fl-| QABEL U A
(Qanneb) hamrija alluvjali (16) (9, 14) 9, 21) ilma ghal 24 siegha (9) | WARA
germinazzjoni mhux af- | (9, 21, 28,
fettwata mill-irradjanza 31)
(1) l-ebda trattament
specjali (21)
Trifolium pratense P 1,4-1,7 L=D (14) 1(50 %) | brix (14, 18) WARA AEF
(Xnien Ahmar) ghelieqi, gniebi tat-to- (14, 19) (19) jaf tkun tehtieg matu- (5)
roq, art li tinharat (16, razzjoni (19) germinaz-
19) zjoni mhux affettwata
mill-irradjanza (1, 19) 1-
ebda trattament spegjali
()
LAM IACE AE P 0,75-1,0 L=D (14) 0 l-ebda trattament spec- WARA F
Leonurus cardiaca zoni miftuha (16) (4, 14) (4) jali (4)
(Motherwort) (4, 14)
Mentha spicata P 2,21 0 l-ebda trattament spec- WARA F
(Naghniegh) zoni umdi (16) @) @) jali (4)

(4)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
(Isem Komuni Ingliz) (mg) nazzjoni jew (mm) () zjoni specjali (°) ¢ita (%) tati () ohrajn (%)
5 5 it-tkabbir () (jiem) ()
Nepeta cataria P 0,54 L=D(14) 0 l-ebda trattament spec- WARA F
(Haxixet il-Qtates) erjas disturbati (16) (4, 14) (4) jali (2,4)
(2, 4, 14)
Prunella vulgaris P 0,58-1,2 L=D (14) 0 5(50 %) | germinazzjoni  inibita WARA A F
(Prunella) ghelieqi li jinhartu, zoni | (4, 14, 19) 4, 19) (19) mid-dlam (18, 19) (4, 22)
bil-haxix, siti disturbati 7 (91 %) | germinazzjoni ikbar
(16, 19) (18) b'zrieragh ikbar (1) I-
ebda trattament spegjali
(4, 14, 22)
Stachys officinalis P 14-18 L=D (14) 7 (50 %) | l-ebda trattament spec- WARA F
(Hurrieq irqgiq) merghat, margini tal- (14, 19) (19) jali (5, 22)
ghelieqi (19) (5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 4(84%) | brix (14) QABEL U A F
Abutilén theophrasti ghelieqi, habitats mif- (14) (6, 10, 21) (10) l-ebda trattament (5, 10, WARA
(Werqa bellusija) tuha (16) 2D (6. 2321) 28,
Sida spinosa A 3,8 L=D (14) 10-20 brix (14) QABEL U A F
(Prickly Sida) ghelieqi, gniebi tat-toroq (14) (6, 21) germinazzjoni mhux af- WARA
(16) fettwata mill-irradjanza | (6, 21, 28,
(1) l-ebda trattament 31)
specjali (6, 21)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L=D (14) 0 4 (50 %) stratifikazzjoni bil-kesha WARA A, D EF
Papaver thoeas ghelieqi, art li tinharat, | (4, 14, 19, (4, 29) (19) u brix (1, 19, 32) (4) G
siti miftuha (16, 19) 29) l-ebda trattament (4, 14,

(Peprin)

29)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
; . nazzjoni jew 5 zjoni specjali (°) ¢ita (%) > ohrajn (%)
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir (2 (mm) (%) (jiem) (9 tati (")
POACEAE haxix, merghat (16) 0,07 (14) L > D (10) 20 (10) 10 (62 %) | germinazzjoni  inibita | WARA (10) A E
Agrostis tenuis (10) mid-dlam (1, 17-19.). li
ebda trattament spegjali
(Agrositis Komuni) (10)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L=D(14) 2 <24 (30 %) | brix (14) ittratta | QABEL U A 32
(Denb il-Volpi) ghelieqi, habitats mif- (29, 34) (29) (34) b 101 mg| L KNO3 (14) WARA
stratifikazzjoni bis-
tuha (16) ) el (28, 34)
shana (1) germinazzjoni
inibita mid-dlam (1) I-
ebda trattament specjali
(34)
Avena fatua A 7-37,5(14, | L=D (14) | 10-20(6, | 3(70%) |brix (7, 32) id-dlam jini- | QABEL U A
(Hafur Selvagg) zoni kkultivati, habitats 30) L>D (6) 10) (18) b11XX1 l-germinazzjoni IV(‘)]A;(A (61’
miftuha (16) (1) »28,31)
brix bil-kesha (1, 18) I-
ebda trattament specjali
(6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 L=D (14) 3 (29) perjodu ta’ maturazzjoni | QABEL U A
(Bunixxief ) ghelieqi, gniebi tat-to- (14, 29) ,(lij’ 32).(g1e£m1111azlz]or;1 WA};‘? (28,
roq, art li tinharat (16) inibita mid-dawl ( ,), ) )
ebda trattament specjali
(14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 (14, | L=D (14) 0 (29) 3 (50 %) | germinazzjoni mhux af- | WARA (5) A
19, 29) (19) fettwat  mill-irradjanza

(Haxix Denb il-Kelb)

ghelieqi, gniebi tat-to-
roq, habitats miftuha
(16, 19)

(19) l-ebda trattament
specjali (14, 29)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
(Isem Komuni Ingliz) (mg) I.lazl?(};;l. ]e(z;/ (mm) (%) (j_Z]OI)]1(4) specjali () cita () tati () ohrajn (*)
1t-tkabbir 1em,
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L=D (14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | brix, stratifikazzjoni bil- | QABEL U A
(Digitarja) ghelieqi, terf, habitats (14, 30) 14 (94 %) kesha, u maturazzjoni | WARA (18,
miftuha (16) 7) (1, 7, 14, 32) ittratta 25, 31)
b'101 mg/L KNO3 (14)
germinazzjoni  inibita
mid-dlam (1) l-ebda
trattament specjali (21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L =D (14) 10-20 (7, brix (7, 32) germinaz- | QABEL U A
. 21) zjoni mhux affettwata | WARA (3,
H -R 1 L>D
(Haxix tar-Razzet) (16) G) mill-irradjanza (1) 1| 21, 28, 31)
ebda trattament specjali
(3, 14, 21)
Elymus canadensis p 4-5 (14, L=D(11) 1 14-28 l-ebda trattament spec- | WARA (2) C,D,E
(Segala Selvagga Kana- | riparjani, siti disturbati 30) (11) (11) jali
diza) (16) (2, 11)
Festuca pratensis p 1,53-2,2 L=D (14) 20 (10) 9 (74 %) |l-ebda trattament spec- | WARA (10) A 7
(Zwien) gheliegi, zoni umdi (16, (16, 19) L>D (10) (10) jali
19) 2(50 %) | (10, 19)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) stratifikazzjoni bis- | QABEL (31) 7
o il e shana (1) germinazzjoni
(Xghir Zghir) Tsrg}}l;;i‘%ilsezllitfigz mhux affettwata mill-ir-
@ (16) radjanza (1)
Phieum pratense p 0,45 (14, L > D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | germinazzjoni  inibita | WARA (10) AE
(Haxix tal-Ghalf) merghat, ghelieqi li jin- 19) 14) 19) (10) mld-dlam (Lg) gefrfmx-
hartu, siti disturbati (16, 8 (50 %) | hazzjonl miux a ett-
19) (19) wata mill-irradjanza

(17) l-ebda trattament
specjali (10, 14, 17, 19)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil S s o Zrieragh I¢ci- .
(Isem Komuni Ingliz) (mg) nazzjoni jew (mm) () zjoni specjali (°) ¢ita (%) tati () ohrajn (%)
5 5 it-tkabbir () (jiem) ()
POLYGONACEAE A 5-8 (4,14, | L=D (20) | 0-2 (4, 29) stratifikazzjoni bil-kesha | QABEL U A 32
Polygonum convolvulus habitats miftuha, gnub 29) ghal 4 — 8 gimghat (1, | WARA 1, 2,
tat-toroq (16) 2, 4, 20, 29) germinaz- | 20, 28, 31
(Leblieba Hadra) 1 zjoni mhux affettwata
mill-irradjanza (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5 L>D (6) 5(94 %) | germinazzjoni mhux af- | QABEL U AE
(Persikarja) hamrija umda (16) (14) (18) fettwe}ta r.mll-njrad]an.za WARA (6)
(1) germinazzjoni in-
ibita mid-dlam (18) sta-
tifikazzjoni bil-kesha (1)
l-ebda trattament spec-
jali (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6-7 (14, 2 (29) stratifkazzjoni bil-kesha | QABEL (31) AE
(Pennsylvania Smart- | ghelieqi, habitats mif- 29) ghal 4 glmghgt F(,) N
50C (1, 29) germinaz-
weed) tuha (16) T .
zjoni inibita mid-dlam
1)
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 (14, | L>D (13) 0 (19) <14 (13) | brix, stratifikazzjoni bil- | WARA (13) A 32
(Smartweed) zoni disturbati, art li 19) 2 (50 %) kleiha, tr.?tliame.nt . tG)?
tinharat (16, 19) (19) (14) stratifikazzjoni bil-
kesha, maturazzjoni
(17-19)  germinazzjoni
inibita mid-dlam (19) 1-
ebda trattament spegjali
(13)
Rumex crispus p 1,3-1,5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) | germinazzjoni  inibita | WARA (4, AE 32
(Qarsajja Nnuklata) ghelieqi li jinhartu, 14,19) 33) (4, 19, 33) (19) rﬂld'dlanrll (18, 19) jaf 33)
¢niebi tat-torog, zoni 6 (100 %) tkun mleg tllegzlljénaturaz-
miftuha (16, 19) (33) zjoni (18) l-ebda tratta-

ment specjali (4, 14, 33)

v6/rS 1

1]

eadoimy ruofun-res ey [euIno-||

910C°¢’1L



. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil - s o Zrieragh I¢ci- .
(Isem Komuni Ingliz) (mg) nazzjoni jew (mm) () zjoni specjali (°) ¢ita (%) tati () ohrajn (%)
5 5 it-tkabbir () (jiem) ()
PRIMULACEAE A 0,4-0,5 (4, | L=D (14) 1(50 %) | stratifikazzjoni bil- | WARA (2,4) AF
Anagallis arvensis ghelieqi li jinhartu, Zoni 14,19) (19) kesha, trattament  GA
: miftuha, siti disturbati (1, 14, 18, 19, 32) dawl
(Harira Hamra) (’1 6, 19) mehtieg ghall-  germi-
’ nazzjoni (1 ) l-ebda trat-
tament specjali (2, 4)
RANUNCULACEAE p 1,5-2 (14, L=D (14) 1 41-56 (19, | l-ebda trattament spe¢- | WARA (5, 32
Ranunculus acris ghelieqi li jinhartu, 19,29) (29) 29) jali 22, 24-26)
. gniebi tat-toroq, Zoni (5, 14, 22, 24 -26)
(Qarsu Komuni) miftuha (16, 19)
ROSACEAE P 0,8-1,5 (14, | L=D (14) 0(19) 5(50 %) | germinazzjoni  inibita | WARA (5, A
Geum urbanum ringieli ta’ sgajriet, zoni 19) (19) rp%d-dla‘m (18 19) stra- | 22, 25, 26)
) umdi 16 (79 %) tifikazzjoni bis-shana (1)
(Geum Isfar) (18) l-ebda trattament spec-
(16, 19) jali (5, 14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14, L=D (14) 5 (50 %) | stratifazzjoni bil-kesha | QABEL U A 32
Galium aparine ghelieqi li jinhartu, zoni 19) (19) (Z}(’)ml Smlili)( iefgtlgig WA;{S (©,
S 0
(Harxaja Komuni) umdi, siti (1ilsturbat (16, 6 (1 1OO %) millirradjanza (18, 19)
9) (18) . o L
id-dawl jinibixxi I-ger-
minazzjoni (1) l-ebda
trattament  specjali (6,
14)
Galium mollugo P 7 L=D (14) 2 l-ebda trattament spec- | WARA (5, A
(Harxajja tal-Kannizzati) sisien tal-haxix, zoni (29) (29) jali 22, 24, 26)
miftuha (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | sisien tal-hitan B,P, zoni | 0,1-0,6 (4, | L =D (14 0 6 (50 % serminazzjoni  inibita | WARA (4, D,G,F
g J
Digitalis purpurea miftuha (16, 19) 14, 19) 4.19) (19) mid-dlam (1, 17-19) - | 22, 26)
> 8 (99 %) ebda trattament spegjali
(Digitalis) (18) (4, 22-26)
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. L Fotoperjodu Zmien ghall- L
FAMILJA Isem Botaniku - . Fiz taz-Zer- ghall-germi- Fond tat-Tah- | “ovooinaz- L-ebda trattament Test tat-Tossi- | Lornituri taz- Referenzi
tal-Ispeci Tul ta’ hajja (') u Habitat riegha O wil S s o Zrieragh I¢ci- .
; . nazzjoni jew zjoni specjali (°) ¢ita (%) > ohrajn (%)
(Isem Komuni Ingliz) (mg) it-tkabbir (2 (mm) (%) (jiem) (9 tati (7)
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3(19) germinazzjoni  inibita | QABEL U A 32
(Veronika) ghelieqi li jinhartu, zoni 19) 5 (96 %) rpfli—dla.m ﬂ18, é?])km}?_ WARA (28)
miftuha, siti disturbati (18) tifikazzjoni 1-kesha

(16, 19)

(18) l-ebda trattament
spedjali (14)

S =

o~ —
)

A = Pjanti annwali, B = Pjanti biennali, P = Pjanti perenni.

Referenzi 11,14 u 33 jirreferu ghall-proporzjon ta’ dawl (L) u dlam (D) mehtieg biex tigi indotta germinazzjoni taz-zerriegha. Referenzi 3, 6, 9, 10, 13, 20 jirreferu ghalkundizzjonijiet ta’ tkabbir fis-serer.
0 mm jindika li z-zerriegha nzerghu fuq wicc il-hamrija jew li z-zerriegha jehtiegu d-dawl biex jiggerminaw.

In-numri pprovduti jirrapprezentaw in-numru ta’ jiem fejn percentwal ta’ Zrieragh iggerminati skont ir-referenza pprovduta, ez. 3 fjiem (50 %) germinazzjoni (referenzal9).

It-tul ta’ maturazzjoni u jew is-stratifikazzjoni mhumiex dejjem disponibbli. Hlief ghar-rekwiziti tat-trattament bil-kesha, il-kundizzjonijiet tat-temperatura mhumiex specifikati peress li fl-ittestjar tas-serer

hemm kontroll ta’ temperatura limitata. Il-bicca l-kbira taz-zrieragh sejrin jiggerminaw fvarjazzjoni normali tat-temperaturi misjuba fis-serer.
(%) Tindika speci li kienet utilizzata f'test tat-tossicita tal-pjanta qabel it-tfaccar (QABEL) ufjew wara t-tfaccar (WARA) li jinvolvi erbicidi.
(") Tipprovdi ezempju/ezempji ta’ fornituri ta’ zrieragh kummerdjali.
(

%) Tipprovdi zewg referenzi alternattivi li gew ikkonsultati.
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Fornituri taz-Zrieragh I¢¢itati

ID tal-

: Informazzjoni dwar il-Fornitur
Fornitur

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ ENGLAND +44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 USA
(727) 344 — 4050

www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 CANADA (519) 586 — 3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 USA (303) 431 — 7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335 USA
(800) 873 — 3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB ENGLAND
+44 1229 581137

www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA (800) 274-7333
www.thompson-morgan.com
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Appendici 4

Ezempji ghal kundizzjonijiet ta’ tkabbir xierqa ghal certi specijiet ta’ pjanti
Il-kundizzjonijiet li gejjin instabu li huma xierqa ghal 10 specijiet ta’ pjanti, u jistghu jintuzaw bhala gwida ghal
testijiet f'certi kompartimenti ta’ tkabbir b'certi specijiet ohra wkoll:
Koncentrazzjoni tad-dijossidu tal-karbonju: 350 £ 50 ppm;
Umdita relattiva: 70 + 5 % matul perjodi ta’ dawl u 90 + 5 % matul perjodi fid-dlam;
Temperatura: 25 + 3 °C matul il-jum, 20 % 3 °C matul il-lejl;
Fotoperjodu: 16-il siegha dawl [8 sighat dlam, meta wiehed jassimi tul ta’ mewga medja ta’ 400 sa 700 nm;
Dawl: luminanza ta’ 350 + 50 pE/m?[s, imkejla fil-parti ta’ fuq tal-kopertura.
L-ispecijiet ta’ pjanti huma:
— tadam (Solanum lycopersicon);
— hjar (Cucumis sativus);
— hass (Lactuca sativa);
— fazola tas-sojja (Glycine max);
— kabocci (Brassica oleracea var. capitata);
— zunnarija (Daucus carota);
— hafur (Avena sativa);
— sikrana perenni (Lolium perenne);
— qambhirrum (Zea mays);

— basla (Allium cepa).
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C.32. TEST TAR-RIPRODUZZJONI TAL-ENCHYTRAEID
INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tal-ittestjar tal-OECD (TG) 220 (2004). Huwa
mahsub biex jintuza ghall-valutazzjoni tal-effetti ta’ sustanzi kimici fil-produzzjoni riproduttiva tad-dudu
enchytraeid, Enchytraeus albidus Henle 1873, fil-hamrija. Huwa bbazat princ¢ipalment fuq metodu zviluppat
minn Umweltbundesamt, il-Germanja (1) li sarlu ring test (2). Gew ikkunsidrati wkoll metodi ohra ghall-
ittestjar tat-tossicita tas-sustanzi kimici ghal Enchytraeidae u l-hniex (3)(4)(5)(6)(7)(8).

KUNSIDERAZZJONIJIET TAL-BIDU

2. L-annelidi li jghixu fil-hamrija tal-generu Enchytraeus huma specijiet ekologikament rilevanti ghall-ittestjar
ekotossikologiku. Filwaqt li l-enchytraeids, hafna drabi jinstabu fil-hamriji li fihom il-hniex, huwa veru wkoll li
hafna drabi huma abundanti fdiversi hamriji fejn ma jinstabux il-hniex. Enchytraeids jistghu jintuzaw ftestijiet
tal-laboratorju kif ukoll fi studji pratti¢i u semiprattici. Minn perspettiva prattika, hafna specijiet ta’ Enchytraeus
huma facli biex jigu mmaniggati u jitnisslu, u z-zmien ghall-generazzjoni taghhom huwa ferm igsar milli ghall-
hniex. It-tul ghal test tar-riproduzzjoni b'enchytraeids huwa ghalhekk biss 4-6 gimghat filwaqt li ghall-hniex
(Eisenia fetida) huwa ta’ 8 gimghat.

3. Informazzjoni bazika dwar l-ekologija u I-ekotossikologija ta’ enchytraeids fl-ambjent terrestri tista’ tinstab £(9)
(10)(11)(12).

PRINCIPJU TAT-TEST

4. Il-hniex enchytraeid adulti huma esposti ghal medda ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test imhallta
ma’ hamrija artificjali. It-test jista’ jinqasam fZzewg stadji: (a) test tas-sejba tal-medda, fkaz li tkun disponibbli
bizzejjed informazzjoni, fejn il-mortalita hija l-punt ta’ tmiem ivvalutata wara espozizzjoni ta’ gimaghtejn u
(b) test tar-riproduzzjoni finali fejn huwa vvalutat in-numru totali ta’ frich prodotti mill-annimal genitur u s-
sopravivenza tal-annimali genituri. It-tul tat-test finali huwa sitt gimghat. Wara l-ewwel tliet gimghat, id-dud
adult jitnehha u jigu rregistrati l-bidliet morfologici. Wara tliet gimghat ohra, jinghadd in-numru ta’ frieh,
imfaggsa mill-fosdgiet prodotti mill-adulti. Il-prodozzjoni riproduttiva tal-annimali esposti ghas-sustanza
kimika tat-test titqabbel ma’ dik tal-kontroll(i) sabiex tigi ddeterminata (i) il-kon¢entrazzjoni bla effett osservat
(NOECQ) ufjew (ii) EC, (ez. EC,,, EC,,) permezz ta’ mudell ta’ rigressjoni biex tigi stmata l-koncentrazzjoni li
tikkawza tnaqgqjs ta’ x % fil-produzzjoni riproduttiva. Il-koncentrazzjonijiet tat-test ghandhom jibbrakitjaw I-EC,
(ez. EC,,, ECy,) biex b’hekk 1-EC, imbaghad johrog mill-interpolazzjoni iktar milli l-estrapolazzjoni.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

5. Is-solubbilta fl-ilma, il-log K, il-koeffi¢jent tal-partizzjoni tal-ilma tal-hamrija (ez. Kapitolu C.18 jew C.19 ta’
dan 1-Anness) u l-pressjoni tal-fwar tas-sustanza kimika tat-test ghandhom preferibbilment ikunu maghrufa.
Hija rakkomandabbli informazzjoni addizzjonali dwar id-destin tas-sustanza kimika tat-test fil-hamrija, bhar-
rati ta’ fotolisi u idrolisi.

6. Dan il-metodu ta’ ttestjar jista’ jintuza ghal sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma jew li ma jinhallux fl-ilma.
Madankollu, il-mod ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ser ivarja kif xieraq. Il-metodu ta’ ttestjar
mhuwiex applikabbli ghal sustanzi kimici volatili, jigifieri sustanzi kimici ghal liema l-kostant ta’ Henry jew il-
koeffi¢jent ta’ partizzjoni arja/ilma huwa ikbar minn wiehed, jew is-sustanzi kimici ghal liema l-pressjoni tal-
fwar tagbez 0,0133 Pa £25 °C.

VALIDITA TAT-TEST

7. Sabiex it-test ikun validu, ghandhom jigu ssodisfati l-kriterji ta’ prestazzjoni li gejjin fil-kontrolli:

— il-mortalita tal-adulti ma ghandhiex tagbez 1-20 % fi tmiem it-test tas-sejba tal-medda u wara l-ewwel tliet
gimghat tat-test tar-riproduzzjoni.

— jekk wiehed jassumi li ntuzaw 10 adulti fkull recipjent fil-konfigurazzjoni tat-test, medja ta’ mill-anqas
25 frieh fkull recipjent kellha tigi prodotta fi tmiem it-test.

— il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni madwar in-numru medju ta’ frieh ghandu jkun oghla minn 50 % fi tmiem it-
test tar-riproduzzjoni.
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Fejn test jonqos milli jissodisfa I-kriterji ta’ validita ta’ hawn fuq, it-test ghandu jigi tterminat sakemm ma tkunx
tista’ tigi pprovduta gustifikazzjoni biex isir it-test. Il-gustifikazzjoni ghandha tigi inkluza fir-rapport tat-test.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

8.  Sustanza kimika ta’ referenza ghandha tigi ttestjata fintervalli regolari jew possibbilment inkluza fkull test biex
jigi vverifikat li r-rispons tal-organizmi tat-test ma nbidilx wisq maz-zmien. Sustanza kimika ta’ referenza
xierqa hija karbendazim, li ntweriet li taffettwa s-sopravivenza u r-riproduzzjoni ta’ enchytraeids (13)(14), jew
jistghu jintuzaw ukoll sustanzi kimici ohra li d-dejta tat-tossicita taghhom hija maghrufa sew. Formulazzjoni ta’
karbendazim maghrufa bl-isem kummer¢jali ta’ Derosal ™ fornita minn AgrEvo Company (Frankfurt, il-
Germanja) u li fiha 360 g/l (32,18 %) ingredjent attiv intuzat fring test (2). L-EC,, ghar-riproduzzjoni
ddeterminata fir-ring test kienet fil-medda ta’ 1,2 £ 0,8 mg ingredjent attiv (a.i) [kg massa xotta (2). Jekk
standard tat-tossicita pozittiv huwa inkluz fis-serje tat-test, tintuza koncentrazzjoni wahda u n-numru ta’ repliki
ghandu jkun l-istess bhal dak fil-kontrolli. Ghal karbendazim, huwa rakkomandat l-ittestjar ta’ 1,2 mg a.i./kg
piz xott (ittestjat bhala formulazzjoni likwida).

DESKRIZZJONI TAT-TEST
Taghmir

9. Ir-recipjenti tat-test ghandhom ikunu maghmula mill-hgieg jew materjal kimikament inerti iehor. Vazetti tal-
hgieg (ez. volum: 0,20 — 0,25 litru; dijametru: = 6 cm) huma xierqa. Ir-recipjenti ghandu jkollhom ghotjien
trasparenti (ez. hgieg jew polietilen) li huma ddisinjati biex inaqgsu l-evaporazzjoni tal-ilma filwaqt li
jippermettu l-iskambju tal-gass bejn il-hamrija u l-atmosfera. Dawn I-ghotjien ghandhom ikunu trasparenti biex
jghaddi d-dawl minnhom.

10. Huwa mehtieg taghmir normali tal-laboratorju, specifikament dan i gej:
— armadju tat-tnixxif;
— sterjomikroskopju;
— miter tal-pH u fotometru;
— imwiezen precizi xierqa;
— taghmir adegwat ghall-kontroll tat-temperatura;

— taghmir adegwat ghall-kontroll tal-umdita (mhux essenzjali jekk ir-recipjenti tal-espozizzjoni jkollhom I-
ghotjien);

— inkubatur jew kamra zghira b’arja kondizzjonata;
— pinzetti, gancijiet jew ingassi;

— photo basin.

Preparazzjoni tal-hamrija artificjali

11. PFdan it-test tintuza hamrija artificjali (5)(7) bil-kompozizzjoni li gejja (abbazi tal-pizijiet xotti, li titnixxef ghal
piz kostanti ta’ 105 °C):

— 10 % pit ta’ sfanju, imnixxef bl-arja u mithun irqiq (daqs tal-frak ta’ 2 £ 1 mm huwa accettabbli); huwa
rakkomandat li jigi vverifikat li hamrija mhejjija blott gdid ta’ pit hija xieraga ghall-kulturi tad-dud qabel

tintuza ftest;

— 20 % tafal tal-kawlina (kontenut ta’ kaolinit preferibbilment iktar minn 30 %);
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— madwar 0,3 sa 1,0 % karbonat tal-kal¢ju (CaCO,, polverizzat, grad analitiku) biex tinkiseb pH ta’ 6,0 £ 0,5;
l-ammont ta’ karbonat tal-kal¢ju li ghandu jizdied jiddependi l-iktar fuq il-kwalita/natura tal-pit;

— madwar 70 % ramel kwarzuz imnixxef bl-arja (skont l-ammont ta’ CaCO, mehtieg), principalment ramel
irqiq b’aktar minn 50 % tal-frak bejn 50 u 200 mikron.

Huwa rakkomandabbli li tintwera l-adegwatezza ta’ hamrija artificjali ghall-kulturi tad-dud u ghall-ilhuq tal-
kriterji tal-validita tal-ittestjar qabel tintuza l-hamrija ftest finali. Huwa spec¢jalment rakkomandat li ssir tali
verifika biex jigi zgurat li l-prestazzjoni tat-test ma tkunx friskju jekk jitnaqqas il-kontenut ta’ karbonju
organiku tal-hamrija artifi¢jali, ez. billi jitnaqqas il-kontenut ta’ pit ghal 4-5 % u jizdied il-kontenut ta’ ramel kif
xieraq. B'tali tnaqgis fil-kontenut tal-karbonju organiku, il-possibbiltajiet ta’ adsorbiment tas-sustanza kimika
tat-test mill-hamrija (karbonju organiku) jistghu jitnaggsu u d-disponibbilta tas-sustanza kimika tat-test ghad-
dud tista’ tizdied. Intwera li Enchytraeus albidus jista’ jikkonforma mal-kriterji ta’ validita dwar ir-riproduzzjoni
meta jigi ttestjat fhamrija tal-ghelieqi b’kontenut ta” karbonju organiku iktar baxx milli ntqal hawn fuq (ez.
2,7 %) (15), u hemm esperjenza — ghalkemm limitata — li dan jista’ jintlahaq ukoll fhamrija artificjali b'5 %

pit.

Nota: Meta tintuza hamrija naturali fittestjar (ez. ta’ livell oghla) addizzjonali, ghandha tintwera ukoll I-
adegwatezza tal-hamrija u l-ilhuq tal-kriterji tal-validita tat-test.

12. Il-kostitwenti xotti tal-hamrija jithalltu sewwa (ez. fmikser tal-laboratorju fuq skala kbira). Dan ghandu jsir tal-
inqas darba fgimgha qgabel il-bidu tat-test. Il-hamrija mhallta ghandha tinhazen ghal tal-inqas jumejn sabiex tigi
ekwilibrata/stabbilizzata l-acidita. Ghad-determinazzjoni tal-pH, tintuza tahlita ta’ hamrija u 1 M klorur tal-
potassju (KCI) jew 0,01 M soluzzjoni tal-klorur tal-kal¢ju (CaCl,) fproporzjon ta’ 1:5 (ara (16) u Appendici 3).
Jekk il-hamrija hija iktar acidika mill-medda mehtiega (ara l-paragrafu 11), tista’ tigi aggustata biz-zieda ta’
ammont xieraq ta’ CaCO,. Jekk il-hamrija hija alkalina wisq tista’ tigi aggustata billi tizdied iktar tahlita, li ssir
referenza ghaliha fil-paragrafu 11, izda li teskludi s-CaCO,.

13. Il-kapacita ta’ zamma tal-lma (WHC) massima tal-hamrija artifi¢cjali hija ddeterminata skont il-proceduri
deskritti fl-Appendic¢i 2. Jum jew jumejn qabel il-bidu tat-test, il-hamrija artifi¢jali xotta tixxarrab minn qabel
billi jizdied bizzejjed ilma mhux dejonizzat biex jinkiseb madwar nofs il-kontenut finali tal-ilma, li huwa ta’ 40
sa 60 % tal-kapacitd massima ta’ zamma tal-ilma. Fil-bidu tat-test, il-hamrija mxarrba minn qabel tingasam fi
porzjonijiet li jikkorrispondu ghan-numru ta’ koncentrazzjonijiet tat-test (u s-sustanza kimika ta’ referenza fejn
ikun xieraq) u I-kontrolli uzati ghat-test. Il-kontenut ta’ umdita huwa aggustat ghal 40-60 % tad-WHC massima
biz-zieda tas-soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test ufjew biz-zieda ta’ ilma distillat jew dejonizzat (ara I-
paragrafi 19-21). Il-kontenut ta’ umdita huwa ddeterminat fil-bidu u fi tmiem it-test (billi jitnixxef ghal piz
kostanti £105°C) u ghandu jkun fi hdan l-ahjar medda ghas-sopravivenza tad-dud. Verifika approssimattiva tal-
kontenut ta’ umdita fil-hamrija tista’ tinkiseb billi l-hamrija tinghasar bil-mod fl-idejn, jekk il-kontenut ta’
umdita jkun tajjeb, ghandhom jidhru qtar zghar tal-ilma bejn is-swaba.

Ghazla u preparazzjoni tal-annimali tat-test

14. L-ispeci tal-ittestjar rakkomandata hija Enchytraeus albidus Henle 1837 (potworm abjad), membru tal-familja
Enchytraeidae (ordni Oligochaeta, phylum Annelida). E. albidus hija wahda mill-akbar specijiet ta’” enchytraeids, bir-
registrazzjoni ta’ kampjuni sa 35 mm ftul (17)(18). E. albidus ghandha distribuzzjoni dinjija u tinstab fil-
habitats tal-bahar, tal-ilma helu u terrestri, prin¢ipalment fmaterja organika li tkun gieghda titmermer
(makroalgi tal-bahar, kompost) u rarament fmerghat (9). It-tolleranza ekologika wiesgha taghha u xi varjazzjo-
nijiet morfologici jaf jindikaw li jezistu razez differenti.

15. E. albidus hija kummercjalment disponibbli, bhala ikel ghall-hut. Ghandu jigi vverifikat jekk il-kultura hijiex
kontaminata minn specijiet ohrajn, generalment izghar (1) (19). Jekk ikun hemm kontaminazzjoni, id-dud kollu
ghandu jitlahlah bl-ilma fdixx petri. Imbaghad ghandhom jintghazlu kampjuni ta’ adulti kbar ta’ E. albidus
(permezz ta’ sterjomikroskopju) biex tinbeda kultura gdida u d-dud l-iehor kollu jintrema. E. albidus tista’
titrabba facilment ffirxa wiesgha ta’ materjali organici (ara l-Appendici 4). I¢-ciklu tal-hajja ta’ E. albidus huwa
qasir peress li tilhaq il-maturita bejn it-33 jum (f18 °C) u 1-74 jum (12 °C) (1). Ghat-test sejrin jintuzaw biss
dawk il-kulturi li nzammu minghajr problemi fil-laboratorju ghal tal-inqas 5 gimghat (generazzjoni wahda).
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16. Huma xierga wkoll specijiet ohra tal-generu Enchytraeus, perezemju E. buchholzi Vejdovsky 1879 jew E. crypticus
Westheide u Graefe 1992 (ara I-Appendici 5). Jekk jintuzaw specijiet ohra ta’ Enchytraeus, dawn ghandhom jigu
identifikati b'mod ¢ar u ghandu jigi rrapportat ir-ragunament wara l-ghazla tal-ispecijiet.

17. L-annimali uzati fit-testijiet huma dud adult. Dawn ghandu jkollhom bajd (tikek bojod) fir-regjun tal-klitellu, u
ghandhom ikollhom bejn wiehed u iehor l-istess dags (tul ta’ madwar 1 cm). Mhijiex mehtiega sinkroniz-
zazzjoni tal-kultura tat-tnissil.

18. Jekk l-enchytraeids ma jitnisslux fl-istess tip ta’ hamrija u fl-istess kundizzjonijiet (inkluz it-taghlif) uzati ghat-
test finali, dawn ghandhom jigu akklimatizzati ghal tal-inqas 24 siegha u sa tliet ijiem. Inizjalment ghandu jigi
akklimatizzat numru kbir ta’ adulti minn dawk mehtiega ghat-twettiq tat-test biex ikun hemm skop ghar-rifjut
tal-kampjuni danneggati jew inkella mhux adattati. Fi tmiem il-perjodu ta’ akklimatizzazzjoni, jintghazel biss
id-dud li fih il-bajd u li ma jesebixxi ebda anormalita fl-imgiba (ez. jipprova jahrab mill-hamrija) ghat-test. Id-
dud jitnehha battenzjoni permezz ta’ pinzetti, gancijiet jew holoq tal-gojjellier u jitqieghed fdixx petri li jkun
fih ammont zghir ta’ ilma helu. llma frisk rikostitwit kif propost fil-Kapitolu C.20 ta’ dan l-Anness (Test tar-
Riproduzzjoni Daphnia magna) huwa preferut ghal dan il-fini peress li ilma tal-vit dejonizzat u demineralizzat
jaf ikun ta’ hsara ghad-dud. Id-dud jigu spezzjonati taht sterjomikroskopju u dak li ma jkollux bajd jintrema.
Kwalunkwe dud irqiq jew springtail li jaf infetta l-kulturi jitnehha jew jintrema b’attenzjoni. Dud b’sahhtu li ma
jintuzax ghat-test jerga’ jitpogga’ fil-kultura ewlenija.

Preparazzjoni tal-koncentrazzjoni tat-test
Sustanza kimika tat-test li tinhall fl-ilma

19. Tigi ppreparata soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test filma dejonizzat fkwantita sufficjenti ghar-repliki kollha
ta’ koncentrazzjoni tat-test wahda. Huwa rakkomandat li tintuza kwantita xierqa ta’ ilma biex jintlahaq il-
kontenut ta’ umdita mehtieg, jigifieri 40 sa 60 % tad-WHC massima (ara l-paragrafu 13). Kull soluzzjoni ta’
sustanza kimika tat-test tithawwad sew bllott wiehed ta’ hamrija mxarrba minn qabel, gabel tigi introdotta fir-
recipjent tat-test.

Sustanza kimika tat-test li ma tinhallx fl-ilma

20. Ghal sustanzi kimici li ma jinhallux fl-ilma izda li jinhallu fsolventi organici, is-sustanza kimika tat-test tista’
tinhall fl-izghar volum possibbli ta’ veikolu xieraq (ez. acetun). Ghandhom jintuzaw biss solventi volatili. Il-
veikolu jigi sprejat fuq jew jithallat b’ammont zghir, perezempju 2,5 g, ta’ ramel kwarzuz irqiq. ll-veikolu huwa
eliminat bl-evaporazzjoni taht ghata tad-dhahen ghal tal-inqas siegha. Din it-tahlita ta’ ramel kwarzuz u
sustanza kimika tat-test tizdied ma’ hamrija mxarrba minn qabel u tithallat sew wara li jizdied ammont xieraq
ta’ ilma dejonizzat biex tinkiseb l-umdita mehtiega. It-tahlita finali tigi introdotta fir-recipjenti tat-test.

21. Ghal sustanzi kimic¢i li ma tantx jinhallu fl-ilma u solventi organici, l-ekwivalent ta’ 2,5 g ta’ ramel kwarzuz
mithun irqiq fkull recipjent tat-test jithallat mal-kwantita tas-sustanza kimika tat-test biex tinkiseb il-koncen-
trazzjoni tat-test mixtieqa. Din it-tahlita ta’ ramel kwarzuz u sustanza kimika tat-test tizdied ma’ hamrija
mxarrba minn qabel u tithallat sew wara li jizdied ammont xieraq ta’ ilma dejonizzat biex jinkiseb il-kontenut
ta’ umdita mehtieg. It-tahlita finali tinqasam bejn ir-recipjenti tat-test. Il-procedura tigi ripetuta ghal kull
koncentrazzjoni tat-test u jigi ppreparat ukoll kontroll xieraq.

22. Is-sustanzi kimic¢i ghandhom normalment jigu ttestjati fkoncentrazzjonijiet oghla minn 1 000 mg/kg massa ta’
hamrija. Madankollu jaf ikun mehtieg ittestjar fkoncentrazzjonijiet oghla skont l-objettivi ta’ test specifiku.

EZEKUZZJONI TAT-TESTIJIET
Gruppi tal-ittestjar u kontrolli

23. Ghal kull koncentrazzjoni tat-test, jitgieghed ammont ta’ hamrija tat-test korrispondenti ghal 20 g piz xott fir-
recipjenti tat-test (ara I-paragrafi 19-21). Jigu ppreparati wkoll kontrolli, minghajr is-sustanza kimika tat-test. L-
ikel jizdied ma’ kull recipjent skont il-proceduri deskritti fil-paragrafu 29. Ghaxar dud jigu allokati b'mod
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kazwali fkull recipjent tat-test. Id-dud jigi ttrasferit b'attenzjoni fkull recipjent tat-test u jitqieghed fwice il-
hamrija permezz ta’ perezempju, pinzetti, gancijiet jew holoq tal-gojjellier. In-numru ta’ repliki ghal
koncentrazzjonijiet tat-test u ghall-kontrolli jiddependi fuq id-disinn tat-test uzat (ara l-paragrafu 34). Ir-
recipjenti tat-test jitqieghdu b'mod kazwali fl-inkubatur tat-test u dawn il-pozizzjonijiet jigu randomizzati mill-
¢did kull gimgha.

24. Jekk ghall-applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test jintuza veikolu, ghandha ssir serje ta’ kontrolli wahda li
fiha ramel kwarzuz isprejjat jew imhallat b’solvent minbarra s-serje tal-ittestjar. Il-koncentrazzjoni ta’ solvent
jew agent dispersiv ghandha tkun l-istess bhal dik uzata fir-recipjenti tat-test li fihom is-sustanza kimika tat-test.
Ghandha ssir serje ta’ kontrolli li fiha ramel kwarzuz addizzjonali (2,5 g fkull recipjent) ghal sustanzi kimici li
jehtiegu li jinghataw skont il-proceduri deskritti fil-paragrafu 21.

Kundizzjonijiet tat-test

25. It-temperatura tat-test hija 20 * 2 °C. Biex id-dud jigi skorraggit milli johrog mill-hamrija, it-test isir f¢ikli ta’
dawl u dlam ikkontrollati (idealment 16-il siegha dawl u 8 sighat dlam) b’illuminazzjoni ta’ bejn 400 u 800 lux
fiz-zona tar-recipjenti tat-test.

26. Sabiex tigi ¢cekkjata l-umdita tal-hamrija, ir-recipjenti jintiznu fil-bidu tat-test u minn hemm il quddiem darba
fgimgha. 1z-zieda ta’ ammont xieraq ta’ ilma dejonizzat taghmel tajjeb ghat-telf tal-piz. Ta’ min jghid li t-telf
tal-ilma jista’ jitnaqqas biz-zamma ta’ umdita gholja tal-arja (> 80 %) fl-inkubatur tat-test.

27. Il-kontenut ta’ umdita u l-pH ghandhom jitkejlu fil-bidu u fi tmiem it-test tas-sejba tal-medda u t-test finali. II-
kejliet ghandhom isiru fkontroll u fil-kampjuni tal-hamrija tal-kontroll u ttrattati (il-koncentrazzjonijiet kollha)
imhejjin u mizmuma fl-istess mod bhall-kulturi tat-test izda minghajr dud. L-ikel ghandu jizdied ma’ dawn il-
kampjuni tal-hamrija fil-bidu tat-test biex jiffacilita l-attivita mikrobjali. L-ammont ta’ ikel mizjud ghandu jkun
l-istess bhal dak mizjud mal-kulturi tat-test. Mhuwiex mehtieg li zzid iktar ikel ma’ dawn ir-recipjenti matul it-
test.

Taghlif

28. Jista' jintuza ikel li bih tkun tista’ tghhix popolazzjoni ta’ enchytraeids. Hafur irrumblat, preferibbilment
mghoddi minn awtoklavi gabel l-uzu biex tevita I-kontaminazzjoni b'mikrobi (tishin huwa xieraq ukoll), instab
li huwa materjal ta’ taghlif xieraq.

29. L-ikel l-ewwel jigi pprovdut billi jithalltu 50 mg hafur irrumblat tal-art mal-hamrija fkull recipjent qabel ma
jiddahhal id-dud. Ghalhekk, l-ikel huwa fornit kull gimgha sal-21 Jum. It-taghlif ma jsirx fit-28 Jum peress li 1-
adulti jkunu tnehhew fdan l-istadju u l-frieh tad-dud jehtiegu relattivament ftit ikel addizzjonali lil hinn dan il-
punt. It-taghlif matul it-test jinkludi 25 mg hafur irrumblat irqiq ghal kull recipjent mqieghed b’attenzjoni fuq
wic¢ il-hamrija biex bhekk jigi evitat li d-dud iwegga’. Sabiex jitnaqqas it-tkabbir fungali, il-qxur tal-hafur
ghandhom jinzerghu fil-hamrija billi jigu koperti b’ammonti zghar ta’ hamrija. Jekk l-ikel jibga’ ma jittikilx, il-
proporzjon ghandu jitnaqqas.

Disinn ghat-test tas-sejba tal-medda

30. Meta jkun mehtieg, test tas-sejba tal-medda jitwettaq perezempju b’hames koncentrazzjonijiet ta’ sustanzi
kimici tat-test ta’ 0,1, 1,0, 10, 100, u 1 000 mg/kg (piz xott tal-hamrija). Replikat wiehed ghal kull trattament
u kontroll huwa suffi¢jenti.

31. Id-durata tat-test tas-sejba tal-medda hija gimaghtejn. Fi tmiem it-test, tigi vvalutata l-mortalita tad-dud. Dudu
huwa rregistrat bhala mejjet jekk ma jkollu ebda reazzjoni bhala stimulu mekkaniku fil-parti anterjuri.
Informazzjoni addizzjonali ghall-mortalita jaf ukoll tkun utli biex tittiched decizjoni dwar il-medda ta’
koncentrazzjonijiet li ghandha tintuza fit-test finali. II-bidliet fl-imgiba tal-adulti (ez. l-inabbilta biex tithaffer il-
hamrija; ma jiccaqalqux u jserjhu mal-hajt tal-hgieg tar-recipjent tat-test) u l-morfologija (ez.l-prezenza ta’ feriti
miftuha) ghandhom ghalhekk jigu rregistrati wkoll flimkien mal-prezenza ta’ kwalunkwe frieh. Dan tal-ahhar
jista’ jigi ddeterminat permezz tal-metodu ta’ tilwin deskritt fl-Appendici 6.
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32. L-LC,, jista’ jigi ddeterminat bejn wiehed u iehor billi tigi kkalkolata I-medja geometrika tad-dejta tal-mortalita.
Fl-istabbilment tal-medda ta’ koncentrazzjoni ghat-test finali, wiched jassumi li l-effetti huma inqas mil-LCy,
bfattur sa 10 darbiet. Madankollu, din hija relazzjoni empirika u fi kwalunkwe kaz specifiku jaf tkun differenti.
Osservazzjonijiet addizzjonali li saru fit-test tas-sejba tal-medda bhall-okkorrenza tal-frieh jistghu jghinu biex
jirfinaw il-medda tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test li ghandha tintuza ghat-test finali.

33. Sabiex ikun hemm determinazzjoni preciza tal-LC;,, huwa rakkomandat li t-test jitwettaq b’tal-angas erba’
repliki tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test u numru adegwat tal-koncentrazzjonijiet biex jigu
kkawzati tal-inqas erba’ risponsi medji differenti statistikament sinifikanti fdawn il-koncentrazzjonijiet. Numru
simili ta’ koncentrazzjonijiet u repliki ghall-kontrolli jintuzaw meta jkunu applikabbli.

Disinn ghat-test tar-riproduzzjoni finali

34. Huma proposti tliet disinji abbazi tar-rakkomandazzjonijiet li jirrizultaw minn ring test (2)

— Ghad-determinazzjoni tal-NOEC, ghandhom jigu ttestjati tal-inqas hames koncentrazzjonijiet fserje
geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull koncentrazzjoni tat-test flimkien ma’ tmien
kontrolli. Il-koncentrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jaqbizx 1,8.

— Ghad-determinazzjoni tal-EC, (ez. EC,;, EC,,), ghandhom jigu ttestjati hames koncentrazzjonijiet u I-
koncentrazzjonijiet ghandhom jibbrakitiaw fEC, sabiex jippermettu l-interpolazzjoni ta’ EC, u mhux
estrapolazzjoni. Tal-ingas erba’ repliki ghal kull koncentrazzjoni tat-test u erba’ repliki ta’ kontroll huma
rakkomandati. Il-fattur specifiku jista’ jvarja, jigifieri ugwali ghal 1,8 jew inqas minnu fil-medda tal-effett
mistennija u iktar minn 1,8 fl-oghla u l-inqas konc¢entrazzjonijiet.

— Approc¢ ikkombinat jippermetti d-determinazzjoni kemm tal-NOEC kif ukoll tal-EC,. Ghandhom jintuzaw
tmien koncentrazzjonijiet ta’ trattament fserje geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull
trattament flimkien ma’ tmien kontrolli. Il-koncentrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jagbizx
il-1,8.

35. Ghandhom jintuzaw ghaxar dud adulti ghal kull recipjent tat-test (ara l-paragrafu 23). L-ikel jizdied mar-
recipjenti fil-bidu tat-test u mbaghad darba fgimgha (ara paragrafu 29) sal-21 Jum. Fil-21 Jum, il-kampjuni tal-
hamrija ssirihom tfittixija bir-reqqa bl-idejn u d-dud adulti hajjin jigu osservati u jinghaddu u jigu rregistrati I-
bidliet fl-imgiba (ez. inabbilta li tithaffer il-hamrija; ma jiccaqalqux u jserjhu mal-hajt tal-hgieg tar-recipjent tat-
test) u fil-morfologija (ez. feriti miftuha). Id-dud adult mbaghad jitnehha mir-recipjenti tat-test u l-hamrija tat-
test. Il-hamrija tal-ittestjar li fiha kwalunkwe fosdga li kienu prodotti huma inkubati ghal tliet gimghat
addizzjonali taht l-istess kundizzjonijiet tat-test hlief dik 1i t-taghlif isehh biss fil-Jum 35 (jigifieri 25 mg hafur
tal-art irrumblat ghal kull recipjent).

36. Wara sitt gimghat, jinghadd id-dud li ghadu kif faqqas. II-metodu bbazat fuq tbajja homor ta’ Bengal (ara I-
Appendi¢i 6) huwa rakkomandat ghalkemm estrazzjoni mxarrba ohra (izda mhux bis-shana) u metodi ta’
zamma fil-wic¢ (ara I-Appendici 6) ipprovaw ukoll li huma xierga (4)(10)(11)(20). Tbajja homor ta’ Bengal
huma rakkomandati peress li l-estrazzjoni mxarrba minn sottostrat tal-hamrija tista’ titfixkel minn turbidita
kkawzata minn frak tat-tafal suspizi.

Test tal-limitu

37. Jekk ma jkunu osservati ebda effetti fuq l-oghla koncentrazzjoni fit-test tas-sejba tal-medda (jigifieri
1 000 mg/kg), it-test tar-riproduzzjoni jista’ jitwettaq bhala test tal-limitu, permezz ta’ 1 000 mg/kg sabiex
jintwera li -NOEC ghar-riproduzzjoni huwa ikbar minn dan il-valur.
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Sommarju u skeda taz-zmien ghat-test
38. Il-passi tat-test jistghu jingabru fil-qosor kif gej:
Hin Test tas-sejba tal-medda Test finali
Jum —7 jew iktar kmieni | — Hejji l-hamrija artificjali (tahlita ta’ | — Hejji I-hamrija artificjali (tahlita ta’
kostitwenti xotti) kostitwenti xotti)
Jum -5 Iccekkja l-pH tal-hamrija artificjali Iecekkja 1-pH tal-hamrija artificjali
Kejjel id-WHC massima tal-hamrija Kejjel id-WHC massima tal-hamrija
Jum -5 sa -3 Issepara d-dud ghall-akklimatizzaz- Issepara d-dud ghall-akklimatizzaz-
zjoni zjoni
Jum -3sa 0 Akklimatizza d-dud ghal tal-inqas Akklimatizza d-dud ghal tal-inqas
24 siegha 24 siegha
Jum -1 Xarrab bl-ilma l-hamrija artificjali Xarrab bl-ilma I-hamrija artifi¢jali
minn qabel u qassamha flottijiet minn gabel u qassamha flottijiet
Jum 0 Hejji s-soluzzjonijiet ewlenin Hejji s-soluzzjonijiet ewlenin
Applika s-sustanza kimika tat-test Applika s-sustanza kimika tat-test
Izen is-sottostrat tat-test fir-recip- Izen sottostrat tal-ittestjar fir-recip-
jenti tat-test jenti tat-test
Hallat fl-ikel Hallat fl-ikel
Dahhal id-dud Dahhal id-dud
Kejjel il-pH tal-hamrija u l-kontenut Kejjel il-pH tal-hamrija u I-kontenut
ta’ umdita ta’ umdita
Jum 7 Iecekkja I-kontenut ta’ umdita fil- Iecekkja I-kontenut ta’ umdita fil-
hamrija hamrija
Aghlef
Jum 14 Iddetermina l-mortalita tal-adulti Iccekkja l-kontenut ta’ umdita fil-
Numru stmat ta’ frieh hamrija
Kejjel il-pH tal-hamrija u l-kontenut Aghlef
ta’ umdita
Jum 21 Osserva l-imgiba tal-adulti
Nehhi l-adulti
Iddetermina l-mortalita tal-adulti
Iccekkja l-kontenut ta’ umdita fil-
hamrija
— Aghlef
Jum 28 — Iccekkja I-kontenut ta’ umdita fil-
hamrija
— Taghlifx
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Hin Test tas-sejba tal-medda Test finali

Jum 35 — Iccekkja l-kontenut ta’ umdita fil-
hamrija

— Aghlef

Jum 42 — Ghodd id-dud frieh

— Kejjel il-pH tal-hamrija u I-kontenut
ta’ umdita

DEJTA U RAPPORTAR

Trattament tar-rizultati

39. Ghalkemm tinghata harsa generali fl-Appendici 7, ma tinghata ebda gwida statistika definittiva ghall-analizi tar-
rizultati tal-ittestjar fdan il-metodu ta’ ttestjar.

40. Fit-test tas-sejba tal-medda, il-punt ta’ tmiem ewlieni huwa l-mortalita. Il-bidliet fl-imgiba (ez. l-inabbilta biex
tithaffer il-hamrija; ma jiccaqalqux u jserjhu mal-hajt tal-hgieg tar-recipjent tat-test) u l-morfologija (ez. I-
prezenza ta’ feriti miftuha) tad-dud adult ghandhom ghalhekk jigu rregistrati wkoll flimkien mal-prezenza ta’
kwalunkwe frieh. L-analizi probit (21) jew ir-rigressjoni logistika ghandhom normalment jigu applikati biex tigi
ddeterminata I-LC,,. Madankollu, fkazijiet fejn dan il-metodu ta’ analizi mhuwiex xieraq (ez. jekk inqas minn
tliet koncentrazzjonijiet bi qtil parzjali huma disponibbli), jistghu jintuzaw metodi alternattivi. Dawn il-metodi
jistghu jinkludu ¢-cagliq tal-medji (22), il-metodu Spearman-Karber trimmjat (23) jew interpolazzjoni semplici
(ez. medja geometrika ta’ LC, u LC,,,, kif ikkalkolat mill-gherq kwadrat ta’ LC, immoltiplikat b’LC, ).

41. Fit-test finali, il-punt ta’ tmiem tat-test huwa I-fekondita (jigifieri numru ta’ frieh prodotti). Madankollu, bhal fit-
test tas-sejba tal-medda, is-sinjali ta’ dannu l-ohra kollha ghandhom jigu rregistrati fir-rapport finali wkoll. L-
analizi statistika titlob l-medja aritmetika u d-devjazzjoni standard ghal kull trattament u ghal kull kontroll
ghar-riproduzzjoni biex tkun ikkalkolata.

42. Jekk titwettaq analizi tal-varjanza, id-devjazzjoni standard, s, u l-gradi ta’ liberta, df, jistghu jigu sostitwiti mill-
istima tal-varjanza raggruppata milll-ANOVA u I-gradi tieghu tal-liberta, rispettivament — sakemm il-varjanza
ma tiddependix fuq il-koncentrazzjoni. Fdan il-kaz, uza l-varjanzi unici tal-kontroll u t-trattamenti. Dawn il-
valuri huma generalment ikkalkolati minn softwer statistiku kummercjali permezz ta’ rizultati ghal kull
recipjent bhala repliki. Jekk ir-raggruppar tad-dejta ghall-kontrolli negattivi u tas-solventi jidher ragonevoli iktar
mill-ittestjar ma’ wiched minn dawk, dawn ghandhom jigu ttestjati biex jigi osservat li mhumiex sinifikament
differenti (ghal testijiet xierqa ara l-paragrafu 45 u l-Appendici 7).

43. Testjar u inferenza statistika ulterjuri tiddependi fuq jekk il-valuri tar-repliki humiex normalment distribwiti u
humiex omogenji fir-rigward tal-varjanza taghhom.

Stima tal-NOEC

44. L-applikazzjoni ta' testijiet qawwija ghandha tigi ppreferuta. Wiehed ghandu juza informazzjoni ez. minn
esperjenza precedenti b'ring testing jew dejta storika ohra dwar jekk id-dejta storika hijiex distribwita b'mod
approssimativ normali. L-omogeneita tal-varjanza (omossedasticita) hija iktar kritika. L-esperjenza tghid li 1-
varjanza hafna drabi tizdied meta tizdied il-medja. Fdawn il-kazijiet, trasformazzjoni tad-dejta tista’ twassal ghal
omossedasticita. Madankollu, tali trasformazzjoni ghandha tkun ibbazata fuq esperjenza b'dejta storika iktar
milli dejta li tkun gieghda tigi investigata. B'dejta omogenja, ghandhom jitwettqu testijiet-t multipli bhat-test ta’
Williams (a = 0,05, naha wahda) (24)(25) jew fcerti kazijiet, it-test ta’ Dunnett (26)(27). Ghandu jigi nnotat li,
fil-kaz ta’ replikazzjoni mhux indags, il-valuri-t tat-tabella ghandhom jigu korretti kif issuggerit minn Dunnett
u Williams. Xi drabi, minhabba varjazzjoni kbira, ir-risponsi ma jizdidux/jonqsux b'mod regolari. Fdan il-kaz
ta’ devjazzjoni qawwija mill-monotonicita, it-test ta” Dunnett huwa iktar xieraq. Jekk hemm iktar devjazzjonijiet
mill-omossedasticita, jaf ikun ragonevoli li jigu investigati l-effetti possibbli fuq il-varjanzi iktar mill-qrib biex
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jigi deciz jekk it-testijiet-t jistghux jigu applikati minghajr it-telf ta’ hafna qgawwa (28). Inkella, test-U multiplu,
ez. t-test-U ta’ Bonferroni skont Holm, (29), jew meta din id-dejta tesebixxi omossedasticita izda hija altrimenti
konsistenti mar-rispons ghad-doza ta’ monoton sottostanti, jista’ jigi applikat test mhux parametriku ichor [ez.
Jonckheere-Terpstra (30) (31) jew Shirley (32) (33)] u generalment ikun ippreferut minn testijiet-t tal-varjanza
mhux indags. (ara wkoll l-iskema fl-Appendici 7).

45. Jekk ikun twettaq test tal-limitu u jigu ssodisfati l-prerekwiziti tal-proceduri parametrici tal-ittestjar (normalita,
omogenita), jista’ jintuza t-test-t tal-Istudent parallel jew inkella I-procedura ta’ test-U ta’ Mann-Whitney (29).

Estimi ta’ EC,

46. Biex jigi kkalkolat kwalunkwe valur EC, jintuzaw il-medji ghal kull trattament ghall-analizi tar-rigressjoni
(lineari jew mhux lineari), wara li tkun inkisbet funzjoni ta’ rispons/doza xierqa. Ghat-tkabbir tad-dud bhala
rispons kontinwu, il-valuri EC- jistghu jigu stmati permezz ta’ analizi tar-rigressjoni xierqa (35). Fost il-
funzjonijiet xierqa ghal dejta kwantali (mortalita/sopravivenza) u numru ta’ wlied prodotti, huma I-funzjonijiet
sigmoid, logistici jew Weibull, li fihom tnejn sa erba’ parametri, li xi whud minnhom jistghu jimmudellaw ukoll
ir-risponsi ormetrici. Jekk funzjoni bejn ir-rispons u d-doza ddahhlet b’analizi tar-rigressjoni lineari, ghandha
tinstab r? sinifikanti (koeffi¢jent ta’ determinazzjoni) ufjew gradjent bl-analiZi tar-rigressjoni gabel l-istima tal-
EC, billi jiddahhal valur li jikkorrispondi ghal x % tal-medja ta’ kontroll fl-ekwazzjoni misjuba b’analizi tar-
rigressjoni. limiti ta’ kunfidenza ta’ 95 % huma kkalkolati skont il-metodu ta’ Fieller (ic¢itat fFinney (21)) jew
metodi xierqa moderni ohra.

47. Inkella, ir-rispons jigu mmudellat bhala percentwali jew proporzjon tal-parametru ta’ mudell li huwa interpretat
bhala r-rispons medju ta’ kontroll. Fdawn il-kazijiet, il-kurva sigmoid (logistika, Weibull) hafna drabi tista’
tiddahhal fir-rizultati permezz ta’ procedura ta’ rigressjoni probit (21). Fdawn il-kazijiet, il-funzjoni ta’ ppezar
ghandha tigi aggustata ghal risponsi metrici kif moghti minn Christensen (36). Madankollu, jekk tkun osservata
ormezi, l-analizi probit ghandha tigi sostitwita minn funzjoni logistika jew Weibull b'erba’ parametri, imdahhla
minn procedura ta’ rigressjoni mhux lineari (36). Jekk funzjoni bejn ir-rispons u d-doza xierqa ma tistax
tiddahhal mad-dejta, wiehed jista’ juza metodi alternattivi biex tigi stmata I-EC,, u l-limiti tal-kunfidenza taghha,
bhall-Moving Averages wara l-procedura Thompson (22) u l-proc¢edura Spearman-Karber Trimmjata (23).

RAPPORT TAT-TEST

48. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza kimika tat-test:
— in-natura fizika u, fejn ikunu rilevanti, il-proprjetajiet fizikokimici (ez. solubbilta fl-ilma, pressjoni tal-fwar);

— l-identifikazzjoni kimika tas-sustanza kimika tat-test skont in-nomenklatura ta’ [UPAC, in-numru CAS, il-
grupp, il-lott, il-formula strutturali u l-purita;

— id-data ta’ skadenza tal-kampjun.

Specijiet tat-test:

— l-annimali tat-test uzati: l-ispeci, l-isem xjentifiku, is-sors tal-organizmi u l-kundizzjonijiet ta’ tghammir.
Kundizzjonijiet tat-test:

— l-ingredjenti u l-preparazzjoni tal-hamrija artificjali;

— il-metodu ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test;

— id-deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tat-test, inkluz it-temperatura, il-kontenut ta’ umdita, il-pH, ec¢;

— deskrizzjoni shiha tad-disinn u l-procedura sperimentali.
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(13)

Rizultati tat-test:

— il-mortalita tad-dud adult wara gimaghtejn u n-numru ta’ frieh fi tmiem tat-test tas-sejba tal-medda;

— il-mortalita tad-dud adult wara espozizzjoni ta’ tliet gimghat u r-rekord shih tal-frieh fi tmiem it-test finali;
— kwalunkwe sintomu fiziku jew patologiku osservat u l-bidliet fl-imgiba fl-organizmi tat-test;

— |-LC,,, I-NOEC ufjew 1-EC, (ez. EC,,, EC,,) ghar-riproduzzjoni jekk xi whud minnhom ikunu applikabbli
bintervalli ta’ kunfidenza, u graff tal-mudell imdahhal ghall-kalkolu tieghu, l-informazzjoni u l-osservazzjo-
nijiet kollha utli ghall-interpretazzjoni tar-rizultati;

Id-devjazzjonijiet mill-proceduri deskritti fdan il-metodu ta’ ttestjar u kwalunkwe okkorrenza mhux tas-soltu

matul it-test.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar, huma applikabbli d-definizzjonijiet li gejjin:
Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

EC, (koncentrazzjoni tal-effett ghall-effett ta’ x %) hija l-koncentrazzjoni li tikkawza x % ta’ effett fuq l-organizmi tat-
test fil-perjodu ta’ espozizzjoni meta mqabbel ma’ kontroll. Fdan it-test, il-koncentrazzjonijiet tal-effett huma
espressi bhala l-massa tas-sustanza kimika tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tat-test.

LC, (L-ebda koncentrazzjoni letali) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li ma toqtolx xi wiehed mill-
organizmi tal-ittestjar esposti fperjodu ta’ zmien partikolari. Fdan it-test, I-LC, hija espressa bhala l-massa tas-
sustanza kimika tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar.

LC;, (Koncentrazzjoni letali medja) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li toqtol 50 % tal-organizmi
tat-test esposti f'perjodu ta’ zmien partikolari. Fdan it-test, I-LC,, hija espressa bhala I-massa tas-sustanza kimika tat-
test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar.

LC,,, (Koncentrazzjoni letali totali) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li toqtol 100 % tal-organizmi
tal-ittestjar esposti f'perjodu ta’ zmien partikolari. Fdan it-test, I-LC,, hija espressa bhala I-massa tas-sustanza kimika
tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar.

LOEC (I-Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat) hija l-inqas koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li
ghandha effett statistikament sinifikanti (p < 0,05). Fdan it-test, -.LOEC hija espressa bhala I-massa tas-sustanza
kimika tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar. Il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha ’l fuq mil-LOEC
ghandhom normalment juru effett li huwa statistikament differenti mill-kontroll. Kwalunkwe devjazzjoni minn dawn
ta’ fuq fl-identifikazzjoni tal-LOEC ghandha tigi ggustifikata fir-rapport tat-test.

NOEC (ll-Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat) hija l-oghla koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ezattament
taht I-LOEC fejn mhuwa osservat ebda effett. Fdan it-test, il-koncentrazzjoni li tikkorrispondi ghall-NOEC, ma
ghandha ebda effett statistikament sinifikanti (p < 0,05) fperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqabbel mal-
kontroll.

Rata ta’ riproduzzjoni hija n-numru medju ta’ dud frieh prodott ghal kull numru ta’ adulti matul il-perjodu tal-
ittestjar.

Sustanza kimika tal-ittestjar hija sustanza jew tahlita ttestjata matul dan il-metodu ta’ ttestjar.
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Appendici 2

Determinazzjoni tal-kapacita ta’ Zamma massima tal-ilma

Determinazzjoni tal-kapacita ta’ Zamma massima ta’ ilma tal-hamrija artificjali
II-metodu li gej instab li huwa xieraq. Huwa deskritt fl-Anness C tal-ISO DIS 11268-2.

Igbor kwantita ddefinita (ez. 5 g) tas-sottostrat tal-hamrija tat-test permezz ta’ apparat xieraq (tubu tal-auger ecc.).
Ghatti l-giegh tat-tubu b’bicca karta filtru u, wara li timlieh bl-ilma u, gieghdu fuq xtelliera fbanjumarija. It-tubu
ghandu jiddahhal gradwalment sakemm il-livell tal-ilma jkun iktar mill-parti ta’ fuq tal-hamrija. Imbaghad ghandu
jithalla fl-ilma ghal madwar tliet sighat. Peress li ma jistax jinzamm l-ilma kollu assorbit mill-kapillari tal-hamrija, il-
kampjun tal-hamrija ghandu jithalla jitbattal ghal perjodu ta’ saghtejn billi tpoggi t-tubu fuq saff ramel kwarzuz
mithun irqiq imxarrab hafna li huwa inkluz frecipjent maghluq (biex jigi evitat li jinxef). Il-kampjun ghandu
mbaghad jintizen, jitnixxef ghal massa kostanti £105 °C. Il-kapacita ta’ Zamma tal-ilma (WHC) imbaghad tista’ tigi

kkalkolata kif gej:

WHC (f % ta’ massa xotta) = % x 100
Fejn:
S = sottostrat saturat bl-ilma + massa tat-tubu + massa tal-karta filtru

= gulbiena (massa tat-tubu + massa tal-karta filtru)

D

massa xotta tas-sottostrat

REFERENZI:

ISO (International Organization for Standardization) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2. ISO, Geneve.
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Appendiéi 3

Determinazzjoni tal-pH tal-hamrija

II-metodu li gej ghad-determinazzjoni tal-pH ta’ kampjun tal-hamrija, huwa bbazat fuq id-deskrizzjoni moghtija
f1SO 10390 (Kwalita tal-Hamrija — Determinazzjoni tal-pH).

Kwantita ddefinita tal-hamrija titnixxef ftemperatura tal-kamra ghal tal-inqas 12-il siegha. Imbaghad issir sospensjoni
tal-hamrija (li fiha tal-inqas 5 grammi ta’ hamrija) fhames darbiet il-volum taghha ta’ 1 M ta’ klorur tal-potassju ta’
grad analitiku (KCl) jew soluzzjoni ta’ 0,01 M ta’ klorur tal-kal¢ju ta’ grad analitiku (CaCl,). Is-sospensjoni mbaghad
tithallat sew ghal hames minuti. Wara li tithawwad, is-sospensjoni tithalla toqghod ghal tal-inqas saghtejn izda mhux
ghal iktar minn 24 siegha. Il-pH tal-fazi likwida mbaghad jitkejjel permezz ta’ miter tal-pH li gie kkalibrat qabel kull
kejl permezz ta’ serje xierqa ta’ soluzzjonijiet tal-bafer (ez. pH 4,0 u 7,0).

REFERENZI:

ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390. ISO,
Geneve.
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Appendici 4

Kundizzjonijiet ta’ kulturi ta’ Enchytraeus sp.

L-enchytraeids tal-ispeciEnchytraeus albidus (kif ukoll specijiet Enchytraeus ohra) jistghu jigu kkulturati fkaxex tal-
plastik kbar (ez. 30 x 60 x 10 cm) mimlija b'tahlita 1:1 ta’ hamrija artifi¢jali u hamrija tal-gnien, naturali mhux
ikkontaminata. Materjal kompost ghandu jigi evitat peress li jaf ikun fih sustanzi kimici tossi¢i bhal metalli tqal. 1l-
fawna ghandha titnehha mill-hamrija qabel l-uzu (ez. permezz ta’ ffrizar qawwi). Jista’ jintuza wkoll sottostrat li
jinkludi biss hamrija artifi¢jali, izda r-rata ta’ riproduzzjoni tista’ tkun inqas minn dik miksuba b’sottostrat ta’ hamrija
mhallta. Is-sottostrat uzat ghall-kulturi ghandu jkollu pH ta’ 6,0 + 0,5.

Il-kutura tinzamm fid-dlam ftemperatura ta’ 15 sa 20 °C = 2 °C. Temperaturi oghla minn 23 °C ghandhom jigu
evitati. Il-hamrija ghandha tinZamm umda izda mhux imxarrba. Il-kontenut it-tajjeb ta’ umdita fil-hamrija huwa
indikat meta jidhru qtar zghar ta’ ilma bejn is-swaba’ meta l-hamrija tinghafas gentilment. Il-produzzjoni ta’ kundiz-
zjonijiet anossi¢i ghandha tigi evitata billi jigi zgurat li l-ghotjien tal-kontenituri tal-kulturi jippermettu skambju
gassuz xieraq mal-atmosfera. Il-hamrija ghandha tinqassam kull gimgha biex tigi ffacilitata l-arjazzjoni.

Id-dud jista’ jintema’ b’hafur irrumblat. Il-hafur ghandu jinhazen frecipjenti ssigillati u awtoklavat jew imsahhan
gabel l-uzu sabiex tigi evitata infestazzjoni b’dud tad-dqiq (ez. Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) jew b’dud predatur
[ez. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina]. Wara trattament bl-ishana, l-ikel ghandu jintahan biex b’hekk
ikun jista’ jinxtered facilment fuq wic¢ il-hamrija. Minn zmien ghall-iehor, il-hafur irrumblat jista’ jigi ssupplimentat
bzieda ta’ vitamini, halib u zejt tal-fwied tal-merluzz. Sorsi ta’ ikel xierqa ohra huma l-hmira tal-furnar u l-ikel tal-
hut ‘Tetramin'.

It-taghlif isir bejn wiehed u iehor darbtejn fil-gimgha. Kwantitd xierqa ta’ hafur irrumblat jinxtered fuq wic¢ il-
hamrija jew jithallat b'attenzjoni fis-sottostrat meta tinqasam il-hamrija biex tigi ffacilitata l-arjazzjoni. L-ammont
assolut ta’ ikel ipprovdut jiddependi fuq in-numru ta’ dud prezenti fis-sottostrat. Bhala gwida, l-ammont ta’ ikel
ghandu jizdied jekk jigi kkunsmat kollu fi zmien jum minn meta jigi pprovdut. Bil-maqglub, jekk l-ikel xorta jibqa’
fuq il-wic¢ fiz-zmien tat-tieni taghif (gimgha wara) dan ghandu jitnagqas. L-ikel ikkontaminat bit-tkabbir fungali
ghandu jitnehha u jigi ssostitwit. Wara tliet xhur, id-dud ghandu jigi ttrasferit f'sottostrat li ghadu kif jigi ppreparat.

Il-kundizzjonijiet tal-kulturi jitgiesu sodisfacenti jekk id-dud: (a) ma jippruvawx jitilqu mis-sottostrat tal-hamrija,
(b) jiccagalqu rapidament fil-hamrija, (c) jesibixxu qoxra tleqq minghajr frak tal-hamrija aderenti, (d) bejn wiched u
iehor ghandhom kulur abjad, (e) jesibixxu varjeta ta’ meded ta’ etajiet fil-kulturi u (f) jirriproducu b’kontinwita.
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Appendici 5

Twettiq tat-test bi specijiet Enchytraeus ohra
Ghazla ta’ specijiet

Jistghu jintuzaw specijiet ohrajn minbarra E. albidus izda l-procedura tal-ittestjar u l-kriterji tal-validita ghandhom
jigu adattati skont dan. Peress li hafna specijiet Enchytraeus huma disponibbli minnufih u jistghu jinzammu b'mod
sodisfacenti fil-laboratorju, il-kriterju l-iktar importanti ghall-ghazla ta’ speci differenti minn E. albidus hija r-rilevanza
ekologika, kif ukoll is-sensittivita paragunabbli. Jista’ jkun hemm ukoll ragunijiet formali ghal skambju ta’ speci.
Perezempju, fpajjizi fejn ma tinstabx E. albidus u ma tistax tigi importata (ez. minhabba restrizzjonijiet ta’
kwarantina), sejjer ikun mehtieg li tintuza speci Enchytraeus ohra.

Ezempji ta’ specijiet alternattivi xierqa

— Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992): Fdawn l-ahhar snin, din l-ispeci hafna drabi ntuzat fstudji
ekotossikologici minhabba s-semplicita tat-tghammir u l-ittestjar taghha. Madankollu, hija zghira u dan jaghmel
l-immaniggar iktar difficli meta mqabbel ma’ E. albidus (specjalment fl-istadji qabel l-uzu tal-metodu ta’ tilwin). E.
crypticus ma harigx li tezisti b'certezza fis-sit, peress li giet deskritta biss minn kulturi ta’ hniex. Ghalhekk, ir-
rekwiziti ekologici taghha mhumiex maghrufa.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Dan l-isem probabbilment li jkopri grupp ta’ specijiet relatati mill-qrib li
huma morfologikament difficli biex jintgharfu. L-uzu tieghu ghall-ittestjar mhuwiex rakkomandat sakemm I-
individwi uzati ftest jistghu jigu identifikati mal-ispeci. E. buchholzi generalment tinstab fmerghat u fsiti
disturbati bhala gniebi tat-toroq.

— Enchytraeus luxuriosus: Din l-ispeci kienet originarjament maghrufa bhala E. ‘minutus’, izda giet deskritta dan I-
ahhar (1). Instabet l-ewwel minn U. Graefe (Hamburg) fmergha qrib St. Peter-Ording (Schleswig-Holstein, il-
Germanja). E. luxuriosus hija madwar nofs id-daqs ta’ E. albidus izda ikbar mill-ispecijiet l-ohra diskussi
hawnhekk; dan jista’ jaghmila alternattiva tajba ghal E. albidus.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen & Christensen 1963): Din l-ispeci s'issa kienet irrapportata minn hamriji minerali
Germanizi u Spanjoli, fejn hija komuni izda generalment mhux abbundanti hafna. Meta mqabbla ma’ specijiet
zghar ohra ta’ dan il-generu, hija relattivament facli biex tigi identifikata. Xejn mhu maghruf dwar l-imgiba
taghha fit-testijiet tal-laboratorju jew is-sensittivita taghha ghas-sustanzi kimici. Madankollu, instab li hija facli
biex tigi kkulturata (E. Belotti, komunikazzjoni personali).

Kundizzjonijiet tat-tghammir

L-ispecijiet ta’ Enchytraeus kollha msemmija hawn fuq jistghu jigu kkulturati fl-istess sottostrati uzati ghal E. albidus.
Id-daqs zghir taghhom ifisser li r-recipjenti tal-kultura jistghu jkunu izghar u li, filwaqt li jista’ jintuza l-istess ikel, id-
dags tal-proporzjon ghandu jigi aggustat. I¢-ciklu tal-hajja ta’ dawn l-ispecijiet huwa iqsar milli ghal E. albidus u t-
taghlif ghandu jsir b’'mod iktar frekwenti.

Kundizzjonijiet tat-test

Il-kundizzjonijiet tat-test huma generalment l-istess bhal dawk li japplikaw ghal E. albidus, hlief li:

— id-dags tar-recipjent tat-test jista’ (izda ma ghandux bzonn) ikun izghar; id-durata tat-test tar-riproduzzjoni jista’
(izda ma ghandux bzonn) ikun igsar, jigifieri erba’ gimghat minflok sitta;

— madankollu, id-durata tat-Test tas-Sejba tal-Medda ma ghandhiex titbidel;
— fid-dawl tad-daqs zghir tad-dud frieh, l-uzu ta’ metodu ta’ titbigh huwa rakkomandat b’'mod qawwi ghall-ghadd;

— il-kriterju ta’ validita relatat man-numru ta’ frieh ghal kull recipjent tat-test fil-kontroll’ ghandu jitbidel ghal ‘50".
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Appendici 6

Deskrizzjoni ddettaljata tat-tekniki ta’ estrazzjoni

Titbigh b’ahmar ta’ Bengal

Dan il-metodu, li originarjament gie zviluppat fekologija limnika (1) kien propost l-ewwel darba ghall-ghadd ta’
enchytraeids frieh fit-test tar-riproduzzjoni ta’ Enchytracidae minn W. de Coen (Universita ta’ Ghent, il-Belgju).
Indipendentement, verzjoni mmodifikata (Bengalred imhallat bformaldeid minflok etanol) kienet zviluppata minn
RIVM Bilthoven (2)(3).

Fi tmiem it-test finali (jigifieri wara sitt gimghat), il-hamrija fir-recipjent tat-test tigi ttrasferita ghal kontenitur baxx.
Recipjent Bellaplast jew photo basin b'qiegh imqabbez huwa utli ghal dan il-fini, dan tal-ahhar peress li I-kustilji
jillimitaw il-moviment tad-dud fil-qasam ta’ osservazzjoni. Il-frich huma fissi mal-etanol (madwar 5 ml ghal kull
replikat). Imbaghad ir-recipjenti jimtlew bl-ilma sa strat ta’ 1 sa 2 cm. Jizdiedu ftit qtar (200 sa 300 pl) ta’ Bengal red
(1 % soluzzjoni fl-etanol) (0,5 % eosin hija alternattiva) u Zz-zewg komponenti jithalltu b'attenzjoni. Wara
124l siegha, id-dud ghandu jittebba’ b’kulur hamrani u ghandu jkun facli biex jinghadd peress li sejjer jitgieghed fuq
wicc is-sottostrat. Inkella, it-tahlita tas-sottostrat/alkohol tista’ tinhasel permezz ta’ passatur (dags tax-xibka:
0,250 mm) gabel ma jinghadd id-dud. Permezz ta’ din il-procedura, il-kaolinit, il-pit, u xi parti mir-ramel sejjer
jinhasel u wiehed sejjer ikun jista’ jara u jghodd id-dud bkulur hamrani. L-uzu ta’ lentijiet illuminati (dags tal-lenti
tal-inqas 100 x 75 mm b'fattur ta’ ingrandiment ta’ 2 sa 3x) sejjer jiffacilita wkoll l-ghadd.

It-teknika ta’ titbigh tnaqqas il-hin ta’ ghadd ghal ftit minuti fkull recipjent u bhala gwida ghandu jkun possibbli ghal
kull persuna li tivvaluta r-recipjenti kollha minn test wiehed fmassimu ta’ jumejn.

Estrazzjoni mxarrba

L-estrazzjoni mxarrba ghandha tinbeda mill-ewwel malli jintemm it-test. II-hamrija minn kull recipjent tat-test
titgieghed fpassaturi tal-plastik b'dags tax-xibka ta’ madwar 1 mm. Il-passaturi mbaghad jigu sospizi fi skutelli tal-
plastik minghajr ma jintmess il-qiegh. L-iskutelli jimtlew b’attenzjoni bl-ilma sakemm il-kampjuni fil-passaturi jkunu
kompletament taht wic¢ l-ilma. Biex tigi assigurata rata ta’ rkupru ta’ iktar minn 90 % tad-dud prezenti, ghandu
jintuza perjodu ta’ estrazzjoni ta’ 3 ijiem £20 £ 2 °C. Fi tmiem il-perjodu ta’ estrazzjoni, il-passaturi jitnehhew u 1-
ilma (hlief ghal ammont Zghir) jitferra’ bil-mod, b’attenzjoni biex ma jigix iddisturbat in-naqal fqiegh l-iskutelli. L-
iskutelli tal-plastik imbaghad jithalltu ftit biex in-naqal jigi sospiz fl-ilma tal-madwar. L-ilma huwa ttrasferit fdixx
petri wara li I-frak tal-hamrija jkun qaghad), l-enchytraeids jistghu jigu identifikanti, jitnehhew u jinghaddu permezz
ta’ sterjomikroskopju u pinzetti tal-azzar rotob.

Zamma fil-wicé¢

Metodu bbazat fuq iz-zamma fil-wic¢ gie deskritt fnota minn R. Kuperman (4). Wara li jigu stabbiliti I-kontentut tar-
recipjenti tat-test b'etanol, il-hamrija titfawwar b’Ludox (AM-30 silika kollojdali, 30 wt. % sospensjoni fl-ilma)
bejn 10 sa 15-il mm il fuq minn wic¢ il-hamrija. Wara li l-hamrija tithallat sew mal-agent ta’ flotazzjoni ghal
2 — 3 minuti, id-dud frieh li jkun jinsab fil-wic¢ jista’ jinghadd facilment.
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Appendiéi 7

Harsa generali lejn il-valutazzjoni statistika tad-dejta (determinazzjoni tal-NOEC)

Testijiet parametrici Testijiet non-parametrici
Bidu
l Le - —
Dejta: Ittransforma d-dejta| [ Mill-inas erba’ replikati | Le Ittestjar statistiku
Varjazzjoni omogenea? sutess™ ghal kull trattament? " mhux rakkomanda
Distribuzzjoni normali? | Iva
1 Iva ,6 Iva
Kontroll addizzjonali Iva | Iz-zewg kontrolli Kontroll addizzjonali tast  Iva | Ii-zewg kontrolli
tas-solvent? huma ndags? solvent? | huma ndags?
t-Test Test-U
. ; ;
Iva i Le Iva ﬁ Le
Le 1z-zewg kontrolli Eskludi I-kontroll Le [z-zew§ kontrolli Eskludi l-kontroll
jistgh u jigu minghajr solvent jistgh u jigu minghajr solvent
ppuljati ppuljati
? | !
] | i ;
Test ta’ Dunnett Test-U ta’ Bonferroni
Testta’ Williams | b «| Test ta’ Jonckheere-Terpstrp

Test ta’ Shirley
Test ta’ Dunn
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C.33. TEST TAR-RIPRODUZZJONI TAL-HNIEX (EISENIA FETIDA/ EISENIA ANDREI)

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 222 tal-OECD (2004). Huwa mahsub
biex jintuza ghall-valutazzjoni tal-effetti ta’ sustanzi kimici fil-produzzjoni riproduttiva (u punti ta’ tmiem letali
ohra) tal-ispecijiet ta’ hniex Eisenia fetida (Savigny 1826) jew Eisenia andrei (Andre 1963) (1)(2). It-test sarlu ring
test (3). Jezisti metodu ta’ ttestjar ghat-tossicita akuta tal-hniex (4). Gew ippubblikati numru ta’ linji gwida inter-
nazzjonali u nazzjonali ohra ghal testijiet akuti u kronici tal-hniex (5)(6)(7)(8).

2. Eisenia fetida [Eisenia andrei huma kkunsidrati bhala wiched mir-rapprezentanti tal-fawna tal-hamrija u l-hniex
b'mod partikolari. Hija disponibbli informazzjoni ta’ sfond dwar l-ekologija tal-hniex u l-uzu taghhom fl-
ittestjar ekotossikologiku (7)(9)(10)(11)(12).

PRINCIPJU TAT-TEST

3. Id-dud adult huwa espost ghal medda ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test imhallata mll-hamrija
jew, fil-kaz ta’ pesticidi, applikati fil-hamrija jew go fiha permezz ta’ proceduri konsistenti mal-mudell ta’ uzu
tas-sustanza kimika. Il-metodu ta’ applikazzjoni huwa specifiku ghall-fini tat-test. Il-medda ta’ koncentrazz-
jonijiet tat-test huwa maghzul biex jinkludi dawk li x’aktarx jikkawzaw effett sottoletali jew letali fperjodu ta’
tmien gimghat. Il-mortalita u l-effetti ta’ tkabbir fuq id-dud adult huma ddeterminati wara 4 gimghat ta’
espozizzjoni. L-adulti mbaghad jitnehhew mill-hamrija u l-effetti fuq ir-riproduzzjoni vvalutati wara 4 gimghat
ohra billi jinghadd in-numru ta’ wlied prezenti fil-hamrija. [l-produzzjoni riproduttiva tad-dud hija esposta
ghas-sustanza kimika tat-test meta mqabbel ma’ dik tal-kontroll(i) sabiex tigi ddeterminata (i) il-Konc¢entrazzjoni
Bla Effett Osservat (NOEC) ufjew (ii) EC, (ez. EC,,, EC,,) permezz ta’ mudell ta’ rigressjoni biex tigi stmata -
koncentrazzjoni li tikkawza tnaqqis ta’ x % fil-produzzjoni riproduttiva. Il-koncentrazzjonijiet tat-test
ghandhom jibbrakitjaw I-EC, (ez. EC,,, EC,,) biex b’hekk I-EC_ imbaghad tigi mill-interpolazzjoni iktar milli I-
estrapolazzjoni (ara l-Appendici 1 ghad-definizzjonijiet).

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

4. L-informazzjoni li gejja relatata mas-sustanza kimika tat-test ghandha tkun disponibbli biex tassisti fid-disinn
ta’ proceduri tat-test xierqa:

— is-solubbilta fl-ilma;
— log K,;
— il-pressjoni tal-fwar;

— u informazzjoni dwar id-destin u l-imgiba fl-ambjent, fejn ikun possibbli (ez. ir-rata ta’ fotolizi u r-rata ta’
idrolizi fejn ikun rilevanti ghal xejriet ta’ applikazzjoni).

5. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa applikabbli ghas-sustanzi kimici kollha, irrispettivament mis-solubbilta fl-ilma
taghhom. Il-metodu ta’ ttestjar mhuwiex applikabbli ghal sustanzi kimici volatili, iddefiniti hawnhekk bhala
sustanzi kimici ghal liema l-kostant ta’ Henry jew il-partizzjoni tal-arjafilma huwa ikbar minn wiched, jew
ghas-sustanzi kimici bi pressjonijiet tal-fwar li jagbzu 0,0133 Pa £25 °C.

6. Ma ssir ebda koncessjoni fdan il-metodu ta’ ttestjar ghal degradazzjoni possibbli tas-sustanza kimika tat-test
matul il-perjodu tat-test. Ghaldagstant, wiched ma jistax jassumi li I-koncentrazzjonijiet tal-espozizzjoni sejrin
jinzammu fil-valuri inizjali matul it-test kollu. Hija rakkomandata analizi kimika tas-sustanza kimika tat-test fil-
bidu u fi tmiem it-test fdak il-kaz.
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SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

7. L-NOEC ufjew 1-EC, ta’ sustanza kimika ta’ referenza ghandhom jigu ddeterminati biex jipprovdu assigurazzjoni
li I-kundizzjonijiet tat-test tal-laboratorju huma adegwati u biex jigi vverifikat li r-rispons tal-organizmi tal-
ittestjar ma jinbidilx statistikament maz-zmien. Huwa rakkomandabbli li sustanza kimika ta’ referenza tigi
ttestjata tal-inqas darba f'sena jew, meta jitwettaq ittestjar bi frekwenza iktar baxxa, b'mod parallel mad-determi-
nazzjoni tat-tossicita ta’ sustanza kimika tat-test. Karbendazim jew benomil huma sustanzi kimici ta’ referenza
xierqa li ntwerew li jaffettwaw ir-riproduzzjoni (3). Ghandhom jigu osservati effetti sinifikanti bejn (a) 1 u 5 mg
ta’ massa xotta tas-sustanza attiva (a.i.)/kg jew (b) 250-500 g/ha jew 25-50 mg/m?2. Jekk standard tat-tossicita
pozittiv huwa inkluz fis-serje tat-test, tintuza koncentrazzjoni wahda u n-numru ta’ repliki ghandu jkun l-istess
bhal dak fil-kontrolli.

VALIDITA TAT-TEST

8. Il-kriterji li gejjin ghandhom jigu stratifikati fil-kontrolli ghal rizultat tat-test biex jitqies validu:
— kull replikat (li fih 10 adulti) li jkun ipproduca > 30 ferh sa tmiem it-test;
— il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni tar-riproduzzjoni li ghandu jkun ta’ < 30 %;
— il-mortalita tal-adulti matul 1-4 gimghat inizjali tat-test i ghandha tkun ta’ < 10 %.
Fejn test jonqos milli jissodisfa l-kriterji ta’ validita ta” hawn fug, it-test ghandu jigi tterminat sakemm ma tkunx

tista’ tigi pprovduta gustifikazzjoni biex isir it-test. Il-gustifikazzjoni ghandha tigi inkluza fir-rapport.

DESKRIZZJONI TAT-TEST
Taghmir

9.  Ghandhom jintuzaw zewg kontenituri tal-ittestjar li huma maghmula mill-hgieg jew materjal kimikament inerti
iehor ta’ kapacita ta’ litru sa zewg litri. Il-kontenituri ghandu jkollhom erja transsettorjali ta’ madwar 200 cm?
biex b’hekk jinkiseb sottostrat ta” umdita li huwa fond madwar 5-6 cm meta tizdied massa ta’ sottostrat xotta
ta’ 500 sa 600 g. Id-disinn tal-ghatu tal-kontenitur ghandu jippermetti l-iskambju gassuz bejn is-sottostrat u I-
atmosfera u l-access ghad-dawl (ez. permezz ta’ ghatu trasparenti mtaqqab) filwaqt li jigi evitat li d-dud jahrab.
Jekk l-ammont tas-sottostrat tat-test uzat huwa sostanzjalment iktar minn 500 sa 600 g ghal kull kontenitur
tal-ittestjar, in-numru ta’ dud ghandu jizdied proporzjonalment.

10. Huwa mehtieg taghmir normali tal-laboratorju, specifikament dan li gej:
— armadju tat-tnixxif;
— sterjomikroskopju;
— miter tal-pH u fotometru;
— imwiezen precizi xierqa;
— taghmir adegwat ghall-kontroll tat-temperatura;

— taghmir adegwat ghall-kontroll tal-umdita (mhux essenzjali jekk ir-recipjenti tal-espozizzjoni jkollhom I-
ghotjien);

— inkubatur jew kamra zghira b’arja kondizzjonata;
— pinzetti, gancijiet jew ingassi;

— banjumarija.
Preparazzjoni tal-hamrija artifi¢jali

11. PFdan it-test tintuza hamrija artificjali (5)(7) bil-kompozizzjoni li gejja (abbazi tal-pizijiet xotti, li titnixxef ghal
piz kostanti ta’ 105 °C):

— 10 fil-mija tal-pit ta’ sfanju (qrib kemm jista’ jkun ghal pH 5,5-6,0, l-ebda fdalijiet tal-pjanta vizibbli,
mithun irqiq, imnixxef ghal kontenut ta’ umdita mkejjel);

— 20 fil-mija tafal tal-kawlina (kontenut ta’ kaolinit preferibbilment iktar minn 30 fil-mija);
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— 0,3 sa 1,0 % karbonat tal-kal¢ju (CaCO,, polverizzat, grad tal-analizi) biex jinkiseb pH inizjali ta’ 6,0 + 0,5.

— 70 % ramel kwarzuz imnixxef bl-arja (skont l-ammont ta’ CaCO; mehtieg), princ¢ipalment ramel irgiq
b’aktar minn 50 % tal-frak bejn 50 u 200 mikron.

Nota 1: L-ammont ta’ CaCO, mehtieg sejjer jiddependi fuq il-komponenti tas-sottostrat tal-hamrija inkluz l-ikel,
u ghandu jigi ddeterminat mill-kejliet tas-sottokampjuni tal-hamrija ezattament qgabe it-test. Il-pH jitkejjel
fkampjun imhallat 1 M ta’ soluzzjoni ta’ klorur tal-potassju (KCl) jew soluzzjoni ta’ 0,01 M klorur tal-kalcju
(CaCl,) (13).

Nota 2: Il-kontenut tal-karbonju organiku tal-hamrija artifi¢jali jaf jitnaqqas ez. billi jitnaqqas il-kontenut ta’ pit
sa 4-5 % u jizdied il-kontenut ta’ pit skont dan. B'tali tnaqqis fil-kontenut tal-karbonju organiku, il-possibbil-
tajiet ta’ adsorbiment tas-sustanza kimika tat-test mill-hamrija (karbonju organiku) jistghu jitnaggsu u d-
disponibbilta tas-sustanza kimika tat-test ghad-dud tista’ tizdied. Intwera li Eisenia fetida jista’ jikkonforma mal-
kriterji ta’ validita dwar ir-riproduzzjoni meta jigi ttestjat fhamrija tal-ghelieqi b’kontenut ta’ karbonju organiku
iktar baxx (ez. 2,7 %) (14), u hemm esperjenza li dan jista’ jintlahaq ukoll fhamrija artifigjali b’> % pit.
Ghalhekk, mhuwiex mehtieg qabel tintuza tali hamrija ftest finali li tintwera l-adegwatezza tal-hamrija
artifi¢jali biex it-test ikun jista’ jikkonforma mal-kriterji ta’ validita sakemm il-kontenut tal-pit jitbaxxa iktar
minn dak specifikat hawn fug.

Nota 3: Meta tintuza hamrija naturali fittestjar addizzjonali (ez. ta’ livell oghla), ghandha tintwera wkoll I-
adegwatezza tal-hamrija u l-ilhuq tal-kriterji ta’ validita tat-test.

12. Il-kostitwenti xotti tal-hamrija jithalltu sewwa (ez. fmikser tal-laboratorju fuq skala kbira) fzoni b'ventilazzjoni
tajba. Qabel jinbeda t-test, il-hamrija artifi¢jali xotta tixxarrab billi jizdied bizzejjed ilma mhux dejonizzat biex
jinkiseb madwar nofs il-kontenut ta’ ilma finali, li huwa 40 % sa 60 % tal-kapacita ta’ Zamma tal-ilma massima
(i tikkorrispondi ghal 50 + 10 % tal-massa xotta ta’ umditd). Dan sejjer jipproduci sottostrat li ma ghandu
ebda ilma permanenti jew liberu meta jigi kkompressat bl-idejn. Il-kapacita ta’ zamma tal-ilma (WHC) massima
tal-hamrija artifi¢jali hija ddeterminata skont il-proceduri deskritti fl-Appendici 2, ISO 11274 (15) jew standard
tal-UE ekwivalenti.

13. Jekk is-sustanza kimika tat-test tigi applika fuq wic¢ il-hamrija jew tithallat fil-hamrija minghajr l-ilma, 1-
ammont finali tal-ilma jista’ jithallat fil-hamrija artificjali matul il-preparazzjoni tal-hamrija. Jekk is-sustanza
kimika tat-test tithallat fil-hamrija flimkien ma’ xi ilma, l-ilma addizzjonali jista’ jizdied flimkien mas-sustanza
kimika tat-test (ara I-paragrafu 19).

14. Il-kontenut ta’ umdita fil-hamrija huwa ddeterminat fil-bidu u fi tmiem it-test skont ISO 11465 (16) jew I-
istandard tal-UE ekwivalenti, u I-pH tal-hamrija skont I-Appendi¢i 3 jew I-ISO 10390 (13) jew standard tal-UE
ekwivalenti. Dawn id-determinazzjonijiet ghandhom jitwettqu fkampjun ta’ hamrija ta’ kontroll u kampjun ta’
kull hamrija ta’ koncentrazzjoni tat-test. Il-pH tal-hamrija ma ghandux jigi aggustat meta s-sustanzi kimici
aciduzi jew bazi¢ci huma ttestjati. Il-kontenut ta’ umdita ghandu jigi ssorveljat matul it-test billi I-kontenituri
jintiznu kull ¢ertu zmien (ara l-paragrafi 26 u 30).

Ghazla u preparazzjoni tal-annimali tat-test

15. L-ispeci uzata fit-test hija Eisenia fetida jew Eisenia andrei (1)(2). Biex jinbeda t-test huwa mehtieg dud adult li
ghandu bejn xahrejn u sena u bi klitellu. Id-dud ghandu jintghazel minn kultura sinkronizzata bi struttura ta’
eta relattivament omogenja (Appendici 4). L-individwi fgrupp tal-ittestjar ma ghandhomx ikunu differenti fl-eta
b'aktar minn 4 gimghat.

16. Id-dud maghzul ghandu jigi akklimatizzat ghal tal-ingas jum bit-tip ta’ sottostrat ta’ hamrija artifi¢jali li ghandu
jintuza ghat-test. Matul dan il-perjodu, id-dud ghandu jinghalef bl-istess ikel li ghandu jintuza fit-test (ara I-
paragrafi 31 sa 33).

17. Gruppi ta’ 10 dud ghandhom jintiznu individwalment biex il-gruppi jigu assenjati b'mod kazwali ghall-
kontenituri tat-test fil-bidu tat-test. Id-dud jinhasel qabel ma jintizen (b'ilma dejonizzat) u l-ilma Zejjed jitnehha
billi d-dud jitgieghed ghal ftit hin fuq il-karta filtru. Il-massa mxarrba tad-dud individwali ghandha tkun bejn
250 u 600 mg.
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Preparazzjoni tal-koncentrazzjoni tat-test

18. Jistghu jintuzaw zewg metodi ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test: it-tahlit tas-sustanza kimika tat-test
fil-hamrija (ara l-paragrafi 19-21) jew l-applikazzjoni ma’ wic¢ il-hamrija (ara l-paragrafi 22-24). L-ghazla tal-
metodu xieraq tiddependi fuq il-fini tat-test. Bmod generali, huwa rakkomandat it-tahlit tas-sustanza kimika
tat-test fil-hamrija. Madankollu, jaf ikunu mehtieg proceduri ghal applikazzjoni li huma konsistenti bi prattika
agrikola normali (ez. l-isprejjar tal-formulazzjoni likwida jew l-uzu ta’ formulazzjonijiet ta’ pesticidi specjali
bhal granuli jew kisi taz-zerriegha). Is-solventi uzati fit-trattament tal-ghajnuna tal-hamrija bis-sustanza kimika
tat-test abbazi tat-tossicita baxxa taghhom ghall-hniex u ghandu jigi inkluz kontroll tas-solventi xieraq fid-
disinn tat-test (ara l-paragrafu 27).

It-tahlit tas-sustanza kimika tat-test fil-hamrija
Sustanza kimika tat-test li tinhall fl-ilma

19. Soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test filma dejonizzat tigi ppreparata immedjatament qabel jinbeda t-test
fkwantita bizzejjed ghar-repliki kollha ta’ koncentrazzjoni wahda. Jaf ikun mehtieg kosolvent biex tigi ffacilitata
|-preparazzjoni tas-soluzzjoni tat-test. Huwa konvenjenti li tipprepara ammont ta’ soluzzjoni mehtiega biex
jintlahaq il-kontenut ta’ umdita finali (40 sa 60 % tal-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima). Is-soluzzjoni
tithallat sew mas-sottostat tal-hamrija qabel tigi introdotta fkontenitur tat-test.

Sustanza kimika tat-test li ma tinhallx fl-ilma

20. Is-sustanza kimika tat-test tinhall fvolum zghir ta’ solvent organiku xieraq (ez. acetun) u mbaghad tigi sprejjata
fuq kwantita zghira ta’ ramel kwarzuz irqiq. Imbaghad is-solvent jitnehha b’evaporazzjoni fghatu ghad-dhahen
ghal tal-inqas Zewg minuti. Ir-ramel ittrattat imbaghad jithallat sew mal-hamrija artifi¢jali mxarrba minn gabel.
Imbaghad jizdied u jithallat mieghu ilma dejonizzat (ammont mehtieg) biex jintlahaq kontenut ta’ umdita finali
ta’ 40 sa 60 % tal-kapacita massima ta’ zamma tal-ilma. Imbaghad il-hamrija tkun lesta biex titqieghed
frecipjenti tal-kontenituri tat-test. Ghandha tinghata attenzjoni li xi solventi jaf ikunu tossi¢i ghall-hniex.

Sustanza kimika tat-test li ma tinhallx fl-ilma u solventi organici

21. Tigi ppreparata tahlita li tinkludi 10 g ta’ ramel kwarzuz mithun irqiq bi kwantita tas-sustanza kimika tat-test
mehtiega biex tintlahaq il-koncentrazzjoni tat-test fil-hamrija. It-tahlita mbaghat tithallat sew bil-hamrija
artificjali mxarrba minn gabel. Imbaghad jizdied u jithallat mieghu ilma dejonizzat (ammont mehtieg) biex
jintlahaq kontenut ta’ umdita finali ta’ 40 sa 60 % tal-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima. Il-hamrija mbaghad
tkun lesta biex titgieghed frecipjenti tal-kontenituri tat-test.

Applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fuq wicc il-hamrija

22. Il-hamrija tigi ttrattata wara li jizdied id-dud. Il-kontenituri tat-test l-ewwel jimtlew bis-sottostrat ta’ hamrija
umda u d-dud mizun jitqieghed fuq il-wic¢. Dud b’sahhtu normalment ihaffer togba mill-ewwel fis-sottostrat u
ghaldagstant dak kollu i jibqa’ fuq il-wic¢ wara 15-il minuta jigi ddefinit bhala danneggjat u ghandu jigi
ssostitwit. Jekk id-dud jigi sostitwit, dak gdid u dak sostitwit ghandu jintizen biex b’hekk il-piz haj totali tal-
grupp ta’ espozizzjoni tad-dud u l-piz totali tal-kontenitur bid-dud fil-bidu jkun maghruf.

23. Is-sustanza kimika tat-test hija applikata. Ma ghandhiex tizdied mal-hamrija fi Zmien nofs siegha mill-introduzz-
joni tad-dud (jew jekk id-dud ikun prezenti fuq wic¢ il-hamrija) biex b’hekk tigi evitata kwalunkwe espozizzjoni
diretta ghas-sustanza kimika tat-test b’kuntatt mal-gilda. Meta s-sustanza kimika tat-test hija pesticida jaf ikun
xieraq li tigi applikata fuq wic¢ il-hamrija billi tigi sprejata. Is-sustanza kimika tat-test ghandha tigi applikata
fuq wice il-hamrija kemm jista’ jkun b'mod uniformi permezz ta’ apparat tal-isprejjar fuq skala tal-laboratorju
xierqa biex tigi stimulata l-applikazzjoni tal-isprej fis-sit. Qabel l-applikazzjoni, I-ghatu tal-kontenitur tal-
ittestjar ghandu jitnehha u jigi sostitwit minn inforra li tipprotegi l-hitan tal-genb tal-kontenitur mill-isprej. L-
inforra tista’ tkun maghmula minn kontenitur tat-test bil-bazi mnehhija. L-applikazzjoni ghandha ssir ftempe-
ratura ta’ 20 = 2 °C ta’ varjazzjoni u ghal soluzzjonijiet milwiema, emulsjonijiet jew dispersjonijiet b'rata ta’
applikazzjoni ta’ bejn 600 u 800 pl/m2 Ir-rata ghandha tigi vverifikata permezz ta’ teknika ta’ kalibrazzjoni
xierqa. Ghandhom jigu applikati formulazzjonijiet specjali bhal granuli jew kisi taz-zerriegha b’'mod konsistenti
mal-uzu agrikolu.
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24. Tl-kontenituri tat-test ghandhom jithallew miftuha ghal perjodu ta’ siegha biex jippermettu l-evaporazzjoni tas-
solvent volatili assoc¢jat mal-applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test. Ghandha tinghata attenzjoni biex l-ebda
dud ma jahrab mir-re¢ipjenti tat-test fdan il-perjodu ta’ hin.

PROCEDURA
Gruppi tat-test u kontrolli

25. Hija rakkomandata taghbija ta’ 10 hniex £500 — 600 mg ta’ massa xotta ta’ hamrija artificjali (jigifieri
50-60 mg ta’ hamrija ghal kull dudu). Jekk jintuzaw kwantitajiet ikbar ta’ hamrija, kif jista’ jkun il-kaz fil-
pesticidi tat-test b'mod specjali ta’ applikazzjoni bhall-kisi taz-zerriegha, it-taghbija ta’ 50-60 g ta’ hamrija ghal
kull dudu ghandha tinzamm billi jizdied in-numru ta’ dud. Ghal kull kontroll jigu ppreparati ghaxar dud u
kontenitur ta’ trattament. Id-dud jinhasel bl-ilma u jintmesah u mbaghad jitqieghed fuq karta assorbenti ghal
perjodu qasir biex l-ilma zejjed ikun jista’ jissaffa.

26. Biex jigu evitati zbalji sistematici fid-distribuzzjoni tad-dud fil-kontenituri tal-ittestjar, l-omogenita tal-
popolazzjoni tat-test ghandha tigi ddeterminata billi jintiznu b'mod individwali 20 dudu li ttiched kampjun
taghhom b'mod kazwali mill-popolazzjoni li minnha ghandhom jittiehdu d-dud tat-test. Wara li tigi zgurata I-
omogenita, jintghazlu, jintiznu u jigu assenjati lottijiet ta’ dud fkontenituri tat-test permezz ta’ procedura ta’
randomizzazzjoni. Wara z-zieda tad-dud tat-test, ghandu jitkejjel il-piz ta” kull kontenitur tal-ittestjar biex jigi
zgurat li jkun hemm piz inizjali li jista’ jintuza bhala l-bazi ghall-monitoragg tal-kontenut ta’ umdita fil-hamrija
matul it-test kollu kif deskritt fil-paragrafu 30. Imbaghad il-kontenituri tat-test jitghattew kif deskritt fil-
paragrafu 9 u jitqieghdu fkompartiment tat-test.

27. Jigu ppreparati kontrolli xierqa ghal kull wiehed mill-metodi ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test
deskritti fil-paragrafi 18 sa 24. Il-proceduri rilevanti deskritti huma segwiti ghall-preparazzjoni tal-kontrolli
hlief li s-sustanza kimika tat-test ma tizdiedx. Ghalhekk, fejn ikun xieraq, is-solventi organici, ir-ramel kwarzuz
jew veikoli ohra jigu applikati mal-kontrolli fkoncentrazzjonijietfammonti konsistenti ma’ dawk uzati fit-
trattamenti. Fejn jintuza solvent jew veikolu iehor biex tizdied is-sustanza kimika tat-test, ghandu jigi ppreparat
u ttestjat ukoll kontroll addizzjonali minghajr il-veikolu jew is-sustanza kimika tat-test biex jigi zgurat li I-
veikolu ma ghandu ebda piz fuq ir-rizultat.

Kundizzjonijiet tat-test

28. It-temperatura tat-test hija 20 * 2 °C. It-test jitwettaq taht ¢ikli fid-dawl u fid-dlam kkontrollati (preferibbilment
16-il siegha fid-dawl u 8 sighat fid-dlam) b'illuminazzjoni ta’ 400 sa 800 lux fiz-zona tar-recipjenti tat-test.

29. Il-kontenituri tat-test mhumiex ossigenati matul it-test izda d-disinn tar-recipjenti tat-test ghandu jipprovdi
opportunita ghall-iskambju ta’ gass filwaqt li jillimita I-evaporazzjoni ta’ umdita (ara paragrafu 9).

30. Il-kontenut ta’ ilma tas-sottostrat ta’ hamrija fil-kontenituri tat-test jinzamm matul it-test kollu billi jergghu jigu
ppezati l-kontenituri tat-test (minghajr 1-ghotjien taghhom) perjodikament. It-telf huwa rifornit kif mehtieg
bilma dejonizzat. Il-kontenut ta’ ilma ma ghandux ivarja baktar minn 10 % minn dak fil-bidu tat-test.

Taghlif

31. Kwalunkwe ikel ta’ kwalita li ntwera li huwa xieraq ghal tal-inqas ghaz-zamma tal-piz tad-dud matul it-test,
huwa kkunsidrat accettabbli. L-esperjenza wriet li l-hafur, id-demel tal-baqar jew iz-zwiemel huwa ikel adattat.
Ghandhom isiru verifiki biex jigi zgurat li l-baqar jew iz-zZwiemel minn fejn jinkiseb id-demm mhumiex
soggetti ghal medikazzjoni jew trattament b’sustanzi kimici, bhalma huma promoturi tat-tkabbir, nematicidi
jew prodotti veterinarji simili li jistghu jaffettwaw b’'mod hazin id-dud matul it-test. Huwa rakkomandat demel
tal-bagar migbur b’'mod proprju, peress li l-esperjenza wriet li d-demel tal-bagar disponibbli fil-kummer¢ uzat
bhala fertilizzant fil-gonna jaf ikollu effetti avversi fuq id-dud. Id-demel ghandu jitnixxef bl-arja, jintahan irqiq u
jigi pasturizzat qabel l-uzu.

32. Kull lott gdid ta’ ikel, ghandu jintghalef lil kultura tad-dud mhux tat-test qabel jintuza ftest biex jigi zgurat li
huwa ta’ kwalita xierqa. It-tkabbir u l-produzzjoni ta’ fosdgiet ma ghandhomx jitnaqqsu meta mqabbel ma’ dud
mizmum fsottostrat li ma fihx il-lott il-gdid ta’ ikel (kundizzjonijiet kif deskritti fil-metodu ta’ ttestjar C.8(4)).
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33. L-ikel l-ewwel huwa pprovdut jum wara z-zieda tad-dud u l-applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fil-
hamrija. Madwar 5 g ta’ ikel jinfirex fuq wicc¢ il-hamrija ta’ kull kontenitur u jixxarrab b'ilma mhux dejonizzat
(madwar 5 ml sa 6 ml fkull kontenitur). Minn hemm il quddiem l-ikel huwa pprovdut darba fgimgha matul il-
perjodu ta’ ttestjar ta’ 4 gimghat. Jekk l-ikel jibga’ ma jittikilx, il-proporzjon ghandu jitnaqgas biex jigi evitat
tkabbir jew iffurmar fungali. L-adulti jitnehhew mill-hamrija fit-28 jum tat-test. Imbaghad jinghataw 5 g ohra
ta’ ikel fkull kontenitur tat-test. Ma jsir ebda taghlif iehor matul -4 gimghat li jifdal mit-test.

Ghazla tal-konc¢entrazzjonijiet tat-test

34. L-gharfien minn qabel tat-tossicita tas-sustanza kimika tat-test ghandu jghin fl-ghazla tal-koncentrazzjonijiet
tat-test xierqa, ez. minn test akut (4) ufjew minn studji tas-sejba tal-medda. Meta jkun mehtieg, test tas-sejba
tal-medda jitwettaq perezempju, bhames koncentrazzjonijiet tat-test ta’ 0,1, 1,0, 10, 100, u 1 000 mg/kg
(massa xotta tal-hamrija). Replikat wiehed ghal kull trattament u kontroll huwa suffi¢jenti. Id-durata tat-test tas-
sejba tal-medda hija gimaghtejn u l-mortalita tigi vvalutata fi tmiem it-test.

Disinn sperimentali

35. Peress li ma tistax tigi predefinita statistika ta’ sommarju unika ghat-test, dan il-metodu ta’ ttestjar jahseb ghad-
determinazzjoni tal-NOEC u I-EC,. X'aktarx li tkun mehtiega NOEC minn awtoritajiet regolatorji ghall-futur
prevedibbli. Fil-futur qarib jista’ jigi adottat uzu iktar mifrux tal-EC, li jirrizulta minn kunsiderazzjonijiet
statistici u ekologici. Ghalhekk, huma proposti tliet disinji, abbazi tar-rakkomandazzjonijiet li jirrizultaw minn
ring test ta’ metodu ta’ ttestjar tar-riproduzzjoni tal-enchytraeids (17).

36. Fl-istabbiliment tal-medda ta’ konc¢entrazzjonijiet, wiehed ghandu jzomm fmohhu dan i gej:

— Ghad-determinazzjoni tal-NOEC, ghandhom jigu ttestjati tal-inqas hames/tnax-il koncentrazzjoni fserje
geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull koncentrazzjoni tat-test flimkien ma’ tmien
kontrolli. Il-koncentrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jaqbizx 2,0.

— Ghad-determinazzjoni tal-EC, (ez. EC,,, EC,,), huwa rakkomandat numru adegwat ta’ koncentrazzjonijiet
biex jigu kkawzati tal-inqas erba’ risponsi b'medja statistikament differenti b'mod sinifikanti fdawn il-
koncentrazzjonijiet. Huma rakkomandati tal-ingas zewg repliki ghal kull konc¢entrazzjoni u sitt repliki ta’
kontroll. Il-fattur specifiku jista’ jvarja, jigifieri ugwali ghal 1,8 jew ingas minnu fil-medda tal-effett
mistennija u iktar minn 1,8 fl-oghla u l-inqas konc¢entrazzjoni.

— Approc¢ ikkombinat jippermetti d-determinazzjoni kemm tal-NOEC kif ukoll tal-EC.. Ghandhom jintuzaw
tmien koncentrazzjonijiet ta’ trattament fserje geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull
trattament flimkien ma’ tmien kontrolli. Il-konc¢entrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jaqbizx
1,8.

Durata u kejliet tat-test

37. Fit-28 Jum, id-dud adult haj kien osservat u maghdud. Kwalunkwe imgiba mhux tas-soltu (ez. inabbilta li
jhaffru fil-hamrija; u nuqgas ta’ ¢agliq) u fil-morfologija (ez. feriti miftuha) tigi rregistrata. Id-dud adult kollu
mbaghad jitnehha mir-recipjenti tat-test u jinghadd u jintizen. It-trasferiment tal-hamrija li fiha d-dud lejn trej
nadif qabel il-valutazzjoni jista’ jiffacilita t-tiftix ghall-adulti. Id-dud estratt mill-hamrija ghandu jinhasel gabel
ma jintizen (b'ilma dejonizzat) u l-ilma zejjed jitnehha billi d-dud jitqieghed ghal ftit hin fuq il-karta filtru.
Kwalunkwe dudu li ma jinstabx fdan il-hin ghandu jigi rregistrat bhala mejjet, peress li wiehed jassumi li tali
dud miet u ddekompona qgabel il-valutazzjoni.

38. Jekk il-hamrija tnehhiet mill-kontenituri din terga’ titpogga’ fpostha (minghajr id-dud adult izda b’kwalunkwe
fosdgiet li gew prodotti). Il-hamrija mbaghad tigi inkubata ghal erba’ gimghat ohra fl-istess kundizzjonijiet tat-
test hlief li t-taghlif isir biss darba fil-bidu ta’ din il-fazi tat-test (ara l-paragrafu 33).
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39. Fi tmiem it-tieni perjodu ta’ 4 gimghat, in-numru ta’ fireh li jfaggsu mill-fosdqiet fil-hamrija tat-test u n-numru
ta’ fosdgiet jigi ddeterminat permezz tal-proceduri deskritti fl-Appendici 5. Is-sinjali kollha ta’ dannu jew hsara
lid-dudu ghandhom jigu rregistrati wkoll matul il-perjodu tal-ittestjar kollu.

Test tal-limitu

40. Jekk ma jigu osservati ebda effetti fl-oghla koncentrazzjoni fit-test tas-sejba tal-medda (jigifieri 1 000 mg/kg),
it-test tar-riproduzzjoni jitwettaq bhala test tal-limitu, permezz ta’ koncentrazzjoni tat-test ta’ 1 000 mg/kg.
Test tal-limitu sejjer jipprovdi l-opportunita biex juri li -NOEC ghar-riproduzzjoni hija ikbar mill-koncen-
trazzjoni tal-limitu filwaqt li jitnagqas in-numru ta’ dud uzat fit-test. Ghandhom jintuzaw tmien repliki kemm
ghall-hamrija ttrattata kif ukoll il-kontroll.

DEJTA U RAPPORTAR
Trattament tar-rizultati

41. Ghalkemm tinghata harsa generali fl-Appendici 6, ma tinghata ebda gwida statistika definittiva ghall-analizi tar-
rizultati tal-ittestjar fdan il-metodu ta’ ttestjar.

42. Punt ta’ tmiem minnhom huwa l-mortalita. Il-bidliet fl-imgiba (ez. l-inabbilta biex tithaffer il-hamrija; ma
jiccaqalqux u jserjhu mal-hajt tal-hgieg tar-recipjent tat-test) u l-morfologija (ez. l-prezenza ta’ feriti miftuha)
tad-dud adult ghandhom ghalhekk jigu rregistrati wkoll flimkien mal-prezenza ta’ kwalunkwe frieh. L-analizi
probit (18) jew ir-rigressjoni logistika ghandhom normalment jigu applikati biex tigi ddeterminata I-LC,,.
Madankollu, fkazijiet fejn dan il-metodu ta’ analizi mhuwiex xieraq (ez. jekk inqas minn tliet koncentrazz-
jonijiet bi qtil parzjali huma disponibbli), jistghu jintuzaw metodi alternattivi. Dawn il-metodi jistghu jinkludu
¢-¢agliq tal-medji (19), il-metodu Spearman-Karber trimmjat (20) jew interpolazzjoni sempli¢i (ez. medja
geometrika ta’ LC, u LC,,, kif ikkalkolat mill-gherq kwadrat ta’ LC, immoltiplikat b’LC, ).

43. Il-punt ta’ tmiem l-ichor hija l-fekondita (ez. numru ta’ frich prodotti). Madankollu, bhal fit-test tas-sejba tal-
medda, is-sinjali ta’ dannu l-ohra kollha ghandhom jigu rregistrati fir-rapport finali wkoll. L-analizi statistika
titlob il-medja aritmetika X u d-devjazzjoni standard ghal kull trattament u ghal kull kontroll ghar-riproduzzjoni
biex tkun ikkalkolata.

44. Jekk titwettaq analizi tal-varjanza, id-devjazzjoni standard, s, u l-gradi ta’ liberta (df) jistghu jigu sostitwiti mill-
istima miksuba mill-varjanza raggruppata miksuba mill-ANOVA u l-gradi tieghu ta’ liberta, rispettivament —
sakemm il-varjanza ma tiddependix fuq il-koncentrazzjoni. Fdan il-kaz, uza l-varjanzi unici tal-kontroll u t-
trattamenti. Dawn il-valuri huma generalment ikkalkolati minn softwer statistiku kummercjali permezz ta’
rizultati ghal kull recipjent bhala repliki. Jekk ir-raggruppar tad-dejta ghall-kontrolli tas-solventi jidher
ragonevoli iktar mill-ittestjar ma’ wiehed minn dawk, dawn ghandhom jigu ttestjati biex jigi osservat jekk
sinifikament differenti (ghat-testijiet xierqa, ikkunsidra paragrafu 47 u l-Appendici 6).

45. Testjar u inferenza statistika ulterjuri tiddependi fuq jekk il-valuri tar-repliki humiex normalment distribwiti u
humiex omogenyji fir-rigward tal-varjanza taghhom.

Stima tal-NOEC

46. L-applikazzjoni ta’ testijiet qawwija ghandha tigi ppreferuta. Wiehed ghandu juza informazzjoni ez. minn
esperjenza precedenti b'ring testing jew dejta storika ohra dwar jekk id-dejta storika hijiex distribwita b'mod
approssimativ normali. L-omogeneita tal-varjanza (omossedasticita) hija iktar kritika. L-esperjenza tghid li 1-
varjanza hafna drabi tizdied meta tizdied il-medja. Fdawn il-kazijiet, trasformazzjoni tad-dejta tista’ twassal ghal
omossedasticita. Madankollu, tali trasformazzjoni ghandha tkun ibbazata fuq l-esperjenza b'dejta storika iktar
milli dejta li tkun gieghda tigi investigata. B'dejta omogenja, ghandhom jitwettqu testijiet t multipli bhat-test ta’
Williams (a = 0,05, naha wahda) (21)(22) jew fcerti kazijiet, it-test ta’ Dunnett (23)(24). Ghandu jigi nnotat li,
fil-kaz ta’ replikazzjoni mhux indags, il-valuri-t tat-tabella ghandhom jigu korretti kif issuggerit minn Dunnett
u Williams. Xi drabi, minhabba varjazzjoni kbira, ir-risponsi ma jizdidux/jonqsux b'mod regolari. Fdan il-kaz
ta’ devjazzjoni qawwija mill-monotonicita, it-test ta’ Dunnett huwa iktar xieraq. Jekk hemm devjazzjonijiet mill-
omossedasticita, jaf ikun ragonevoli li jigu investigati l-effetti possibbli fuq il-varjanzi iktar mill-qrib biex jigi
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deciz jekk it-testijiet-t jistghux jigu applikati minghajr it-telf ta’ hafna qawwa (25). Inkella, test-U multiplu, it-
test-U ta’ Bonferroni skont Holm, (26), jew meta din id-dejta tesebixxi omossedastic¢ita izda hija altrimenti
konsistenti ma’ rispons ghad-doza monotonu sottostanti, test mhux parametriku iehor [ez. Jonckheere-Terpstra
(27)(28) jew Shirley (29) (30)) jistghu jigu applikati u generalment ikunu ppreferuti minn testijiet-t b’varjanza
inugwali. (ara wkoll l-iskema fl-Appendici 6).

47. Jekk ikun twettaq test tal-limitu u jigu ssodisfati l-prerekwiziti tal-proceduri tat-test parametri¢i (normalita,
omogenita), jista’ jintuza t-test-t tal-Istudent parallel jew inkella l-procedura ta’ test-U ta’ Mann-Whitney (31).

Estimi ta’ EC,

48. Biex jigi kkalkolat kwalunkwe valur EC, jintuzaw il-medji ghal kull trattament ghall-analizi tar-rigressjoni
(lineari jew mhux lineari), wara li tkun inkisbet funzjoni ta’ rispons/doza xierqa. Ghat-tkabbir tad-dud bhala
rispons kontinwu, il-valuri EC- jistghu jigu stmati permezz ta’ analizi tar-rigressjoni xierqa (32). Fost il-
funzjonijiet xierqa ghal dejta kwantali (mortalita/sopravivenza u numru ta’ wild prodotti), huma I-funzjonijiet
sigmoid, logistici jew Weibull, li fihom tnejn sa erba’ parametri, li xi whud minnhom jistghu jimmudellaw ukoll
ir-risponsi ormetrici. Jekk funzjoni bejn ir-rispons u d-doza ddahhlet banalizi tar-rigressjoni lineari, ghandha
tinstab r? sinifikanti (koeffi¢jent ta’ determinazzjoni) ufjew gradjent bl-analiZi tar-rigressjoni gabel l-istima tal-
EC, billi jiddahhal valur li jikkorrispondi ghal x % tal-medja ta’ kontroll fl-ekwazzjoni misjuba b’analizi tar-
rigressjoni. limiti ta’ kunfidenza ta’ 95 % huma kkalkolati skont il-metodu ta’ Fieller (iccitat fFinney f18)) jew
metodi xierqa moderni ohra.

49. Inkella, ir-rispons jigi mmudellat bhala percentwali jew proporzjon tal-parametru ta’ mudell li huwa interpretat
bhala r-rispons tal-medja ta’ kontroll. Fdawn il-kazijiet, il-kurva sigmojd (logistika, ta” Weibull) normali hafna
drabi malajr tista’ tiddahhal fir-rizultati permezz ta’ procedura ta’ rigressjoni probit (18). Fdawn il-kazijiet, il-
funzjoni ta’ ppezar ghandha tigi aggustata ghal risponsi metrici kif moghti minn Christensen (33). Madankollu,
jekk tkun osservata ormezi, l-analizi probit ghandha tigi sostitwita minn funzjoni logistika jew ta’ Weibull
berba’ parametri, imdahhla minn procedura ta’ rigressjoni mhux lineari (34). Jekk funzjoni bejn ir-rispons u d-
doza xierqa ma tistax tiddahhal mad-dejta, wiehed jista’ juza metodi alternattivi biex tigi stmata -EC,, u l-limiti
tal-kunfidenza taghha, bhall-Moving Averages wara l-procedura Thompson (19) u l-procedura Spearman-Karber
Trimmyjata (20).

RAPPORT TAT-TEST

50. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza kimika tat-test:
— deskrizzjoni definittiva tas-sustanza kimika tat-test, in-numru tal-lott u CAS, il-purita;

— il-proprjetajiet tas-sustanza kimika tat-test (ez. log Kow, is-solubbilta fl-ilma, il-pressjoni tal-fwar, il-kostant
ta’ Henry (H) u informazzjoni dwar id-destin u l-imgiba).

Organizmi tat-test:

— l-annimali tat-test uzati: l-ispeci, l-isem xjentifiku, is-sors tal-organizmi u I-kundizzjonijiet tat-tghammir;
— l-eta, il-medda tad-daqs (massa) tal-organizmi tat-test.

Kundizzjonijiet tat-test

— dettalji tal-preparazzjoni ghall-hamrija tat-test;

— il-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima tal-hamrija;

— deskrizzjoni tat-teknika uzata biex tigi applikata s-sustanza kimika tat-test lill-hamrija;
— dettalji tas-sustanzi kimici awziljari uzati ghall-ghoti tas-sustanza kimika tat-test;

— dettalji tal-kalibrazzjoni ghat-taghmir tal-isprejjar, jekk ikun xieraq;

— deskrizzjoni tad-disinn u l-procedura sperimentali;

— id-dags tal-kontenituri u I-volum tal-hamrija tat-test;

— kundizzjonijiet tat-test: intensita tad-dawl, durata ta¢-¢ikli tad-dawl u d-dlam, it-temperatura;
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— deskizzjoni tar-regim ta’ taghlif, it-tip u l-ammont ta’ ikel uzat fit-test, id-dati ta’ taghlif;
— il-pH u l-kontenut tal-ilma tal-hamrija fil-bida u fi tmiem it-test.

Rizultati tat-test:

— il-mortalita tal-adulti (%) fkull kontenitur tat-test fi tmiem l-ewwel 4 gimghat tat-test;
— il-massa totali ta’ adulti fil-bidu tat-test fkull kontenitur tat-test;

— il-bidliet fil-piz tal-gisem tal-adulti hajjin (% tal-piz inizjali) fkull kontenitur tat-test wara l-ewwel erba’
gimghat tat-test;

— in-numru ta’ frieh prodotti fkull recipjent tat-test fi tmiem it-test;
— deskrizzjoni tas-sintomi ovvji u patologici jew bidliet distinti fl-imgiba;
— ir-rizultati miksuba bis-sustanza kimika tat-test ta’ referenza;

— |-LC,,, -NOEC ufjew 1-EC, (ez. EC,, EC,,) ghar-riproduzzjoni jekk xi whud minnhom ikunu applikabbli
bintervalli ta’ kunfidenza, u graff tal-mudell imdahhal ghall-kalkolu tieghu, l-informazzjoni u l-osservazzjo-
nijiet kollha utli ghall-interpretazzjoni tar-rizultati;

— plott tar-relazzjoni bejn id-doza u r-rispons;
— ir-rizultati applikabbli ghal kull kontenitur tat-test;
Id-devjazzjonijiet mill-proceduri deskritti fdan il-metodu ta’ ttestjar u kwalunkwe okkorrenza mhux tas-soltu

matul it-test.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Id-definizzjonijiet li gejjin huma applikabbli ghal dan il-metodu ta’ ttestjar:
Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

EC, (Koncentrazzjoni tal-effett ghall-effett ta’ x %) hija l-koncentrazzjoni li tikkawza x % tal-effett fuq l-organizmi tal-
ittestjar fperjodu ta’ espozizzjoni meta mqabbel ma’ kontroll. Perezempju, EC,, hija koncentrazzjoni stmata li
tikkawza effett fuq il-punt ta’ tmiem l-ittestjar £50 % ta’ popolazzjoni esposta fuq perjodu ta’ espozizzjoni ddefinit.
Fdan it-test, il-koncentrazzjonijiet tal-effett huma espressi bhala l-massa tas-sustanza kimika tat-test skont il-massa
xotta tal-hamrija tat-test jew bhala massa tas-sustanza kimika tat-test ghal kull unita tal-erja tal-hamrija.

LC, (L-ebda koncentrazzjoni letali) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test i ma toqtolx xi wiehed mill-
organizmi tal-ittestjar esposti fperjodu ta’ zmien partikolari. Fdan it-test, I-LC, hija espressa bhala l-massa tas-
sustanza kimika tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar.

LC;, (Koncentrazzjoni letali medja) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li toqtol 50 % tal-organizmi
tat-test esposti fperjodu ta’ Zmien partikolari. Fdan it-test, -LC;, hija espressa bhala l-massa tas-sustanza kimika tat-
test skont il-massa xotta tal-hamrija tat-test jew bhala massa tas-sustanza kimika tat-test ghal kull unita tal-erja tal-
hamrija.

LC,,, (Koncentrazzjoni letali totali) hija l-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test li toqtol 100 % tal-organizmi
tal-ittestjar esposti f'perjodu ta’ zmien partikolari. Fdan it-test, I-LC,,, hija espressa bhala l-massa tas-sustanza kimika
tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tal-ittestjar.

LOEC (Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat) hija l-inqas koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test li ghandha
effett statistikament sinifikanti (p < 0,05) Fdan it-test, -LOEC hija espressa bhala l-massa tas-sustanza kimika tat-test
skont il-massa xotta tal-hamrija tat-test jew bhala massa tas-sustanza kimika tat-test ghal kull unita tal-erja tal-
hamrija. Il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha 1 fuq mil-LOEC ghandhom normalment juru effett li huwa statisti-
kament differenti mill-kontroll. Kwalunkwe devjazzjoni minn dan ta’ hawn fuq ghandha tigi ggustifikata fir-rapport
tat-test.

NOEC (Il-Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat) hija l-oghla koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ezattament
taht I-LOEC fejn mhuwa osservat ebda effett. Fdan it-test, il-koncentrazzjoni li tikkorrispondi ghall-NOEC, ma
ghandha ebda effett statistikament sinifikanti (p < 0,05) fperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqabbel mal-
kontroll.

Rata tar-riproduzzjoni: Numru medju ta’ dud frieh prodott ghal numru ta’ adulti matul il-perjodu tat-test.

Sustanza kimika tal-ittestjar tfisser kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.



L 54/132 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 1.3.2016

Appendici 2

Determinazzjoni tal-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima tal-hamrija

II-metodu li gej ghad-determinazzjoni tal-kapacitd ta’ Zamma tal-ilma massima tal-hamrija nstab li huwa xieraq.
Huwa deskritt fl-Anness C tal-ISO DIS 11268-2 (1).

Igbor kwantita ddefinita (ez. 5 g) tas-sottostrat tal-hamrija tal-ittestjar permezz ta’ apparat ta’ kampjunar xieraq (tubu
tal-auger ecc.). Ghatti I-giegh tat-tubu b’bicca karta filtru mimlija bl-ilma u mbaghad qegheda fuq xtelliera fbanju-
marija. It-tubu ghandu jiddahhal gradwalment sakemm il-livell tal-ilma jkun iktar mill-parti ta’ fuq tal-hamrija.
Imbaghad ghandu jithalla fl-ilma ghal madwar tliet sighat. Peress li mhux Il-ilma kollu assorbit mill-kapillari tal-
hamrija jista’ jinzamm, il-kampjun tal-hamrija ghandu jithalla jitbattal ghal perjodu ta’ saghtejn billi tpoggi t-tubu
fuq saff ta’ ramel kwarzuz mithun irqiq, imxarrab hafna gewwa recipjent mghotti (biex jigi evitat li jinxef). II-
kampjun ghandu mbaghad jintizen, jitnixxef ghal massa kostanti £105 °C. Il-kapacita ta’ zamma tal-ilma (WHC)
imbaghad tista’ tigi kkalkolata kif gej:

§S-T-D

WHC (f % ta’ massa xotta) = o X 100
Fejn:
S = sottostrat saturat bl-ilma + massa tat-tubu + massa tal-karta filtru
T = gulbiena (massa tat-tubu + massa tal-karta filtru)
D = massa xotta tas-sottostrat

REFERENZI:

(1) ISO (International Organization for Standardisation ) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants on
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Appendiéi 3

Determinazzjoni tal-pH tal-hamrija

II-metodu li gej ghad-determinazzjoni tal-pH tal-hamrija huwa bbazat fuq id-deskrizzjoni moghtija fISO DIS 10390:
Kwalita tal-Hamrija — Determinazzjoni tal-pH (1).

Kwantita ddefinita ta’ hamrija titnixxef ftemperatura tal-kamra ghal tal-inqas 12-il siegha. Imbaghad issir sospensjoni
tal-hamrija (li fiha tal-inqas 5 grammi ta’ hamrija) fhames darbiet il-volum taghha ta’ soluzzjoni ta’ 1 M ta’ klorur
tal-potassju ta’ grad analitiku (KCI) jew soluzzjoni ta’ 0,01 M ta’ klorur tal-kal¢ju ta’ grad analitiku (CaCl,). Is-
sospensjoni mbaghad tithallat sew ghal hames minuti u mbaghad tithalla toqghod ghal tal-inqas saghtejn izda mhux
ghal iktar minn 24 siegha. Imbaghad il-pH tal-fazi likwida titkejjel permezz ta’ miter tal-pH li gie kkalibrat qabel kull
kejl permezz ta’ serje xierqa ta’ soluzzjonijiet tal-bafer (ez. pH 4,0 u 7,0).

REFERENZI:
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ISO, Geneve.
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Appendici 4

Kulturi ta’ Eisenia fetida [Eisenia andrei

It-tnissil ghandu preferibbilment isir fkompartiment klimatiku £20 °C + 2 °C. Fdin it-temperatura u bl-ghoti ta’
bizzejjed ikel, id-dud jimmatura wara madwar xahrejn sa 3 xhur.

[z-zewg specijiet jistghu jigu kkulturati ffirxa wiesgha ta’ skart tal-annimali. Il-midjum ta’ tnissil rakkomandat huwa
tahlita ta’ 50:50 ta’ demel u pit taz-zwiemel jew annimali tal-ifrat. Ghandhom isiru verifiki biex jigi Zgurat li l-bagar
jew iz-zwiemel minn fejn jinkiseb id-demm mhumiex soggetti ghal medicini jew trattament b’sustanzi kimici,
bhalma huma promoturi tat-tkabbir, nematicidi jew prodotti veterinarji simili li jistghu jaffettwaw b'mod hazin id-
dud matul it-test. Huwa rakkomandat demel awtomigbur minn sors ‘organiku’, peress li l-esperjenza wriet li d-demel
disponibbli fis-suq uzat bhala fertilizzant fil-gonna jaf ikollu effetti avversi fuq id-dud. Il-midjum ghandu jkollu valur
ta’ pH ta’ madwar 6 sa 7 (aggustat bil-karbonat tal-kal¢ju), konduttivita jonika baxxa (inqas minn 6 mS/cm jew
0,5 % koncentrazzjoni ta’ melh) u ma ghandux ikun ikkontaminat b'mod eccessiv b’ammonijaka jew awrina tal-
annimali. Is-sottostrat ghandu jkun umdu izda mhux imxarrab wisq. Il-kaxex ta’ tnissil ta’ kapacita ta’ 10 sa 50 litru
huma xierqa.

Biex jinkiseb dud ta’ eta u dags standard (massa), l-ahjar huwa li I-kultura tinbeda bfosdqiet. Ladarba tigi stabbilita -
kultura, din tinzamm billi d-dud adult jitqieghed fkaxxa tat-tnissil b’sottostrat gdid ghal 14-il jum sa 28 jum biex
ikunu jistghu jigu prodotti iktar fosdgiet. L-adulti mbaghad jitnehhew u d-dud frieh prodott mill-fosdgiet jintuza
bhala bazi ghall-kultura li jmiss. Id-dud jinghalef kontinwalment bi hmieg tal-annimali u jigi ttrasferit fsottostrat
¢did minn Zmien ghall-ichor. L-esperjenza wriet li demel tal-baqar jew il-hniezer mithun irqig, imnixxef bl-arja jew
il-hafur huwa ikel xieraq. Ghandu jigi zgurat li l-bagar jew iz-zwiemel li minnhom jinkiseb id-demel mhumiex
soggetti ghal trattament mediku b’sustanzi kimici, bhal promoturi tat-tkabbir, li jistghu jaffettwaw hazin id-dud
matul kultura b’terminu twil. Id-dud li jfaggas minn fosdqiet jintuza ghall-ittestjar meta jkollu bejn xahrejn u
12-il xahar u huwa kkunsidrat adult.

Id-dud jista’ jigi kkunsidrat b’sahhtu jekk jiccaglaq fis-sottostrat, ma jippruvax jitlaq is-sottostrat u jirriproduci
kontinwament. L-ezawriment tas-sottostrat huwa indikat minn dud li jic¢aglaq bil-mod hafna u li jkollu tarf ta’ wara
isfar. Fdan il-kaz, huwa rakkomandat il-provvediment ta’ sottostrat g¢did ufjew tnaqqis fid-densita tal-hazna.



1.3.2016 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/135

Appendici 5

Tekniki ghall-ghadd ta’ dud frieh imfaqqas minn fosdgiet

It-tqassim bl-idejn ta’ dud mis-sottostrat tal-hamrija jiehu hafna hin. Ghalhekk huma rakkomandati Zewg metodi
alternattivi:

(a) I-kontenituri tat-test jitqieghdu fbanjumarija inizjalment ftemperatura ta’ 40 °C li izda titla’ ghal 60 °C. Wara
perjodu ta’ madwar 20 minuta, id-dud frieh ghandu jidher fwic¢ il-hamrija minn fejn jista’ jitnehha u jinghadd
facilment.

(b) I-hamrija tal-ittestjar jista’ jinhasel billi jinghadda minn passatur permezz tal-metodu zviluppat minn van Gestel
et al. (1) sakemm il-pit u d-demel jew il-hafur mizjud mal-hamrija kienu mithuna ghal trab irqiq. Zew¢ passaturi
b'dags tax-xibka ta’ 0,5 mm (dijametru ta’ 30 cm) jitgieghdu fuq xulxin. Il-kontenut tal-kontenitur tat-test
jinhasel permezz tal-passaturi bi fluss qawwi ta’ ilma tal-vit, u dan ihalli d-dud u I-fosdgiet zghar fil-bicca l-kbira
taghhom fil-passatur ta’ fuq. Huwa importanti li jigi nnotat li l-wi¢¢ ¢did tal-passatur ta’ fuq jinzamm imxarrab
matul din l-operazzjoni biex b’hekk id-dud frieh izomm fwicc kisja ta’ ilma, u b’hekk jigi evitat li jghaddi mill-
pori tal-passatur. L-aqwa rizultati jinkisbu meta tintuza docgja.

Ladarba s-sottostrat tal-hamrija kollu jkun inhasel permezz tal-passatur, il-frich u I-fosdgiet jistghu jitlahalhu mill-
passatur ghal skutella. Il-kontenut tal-iskutella mbaghad jithalla joqghod biex b’hekk il-fosqdiet il-vojta jkunu jistghu
jzommu fwic¢ l-ilma u l-fosqdiet shah u d-dud zghir ikun jista’ jibqa’ nizel s'isfel. L-ilma tal-wic¢ imbaghad jista’
jitnehha u d-dud u I-fosdqiet iz-zghar jigu ttrasferiti fdixx petri li fih naqra ilma. Id-dud jista’ jitnehha ghall-ghadd
permezz ta’ labra jew par pinzetti.

L-esperjenza wriet li I-metodu (a) huwa iktar adattat ghall-estrazzjoni ta’ dud frieh li jista’ jitlahlah anki permezz ta’
passatur ta’ 0,5 mm.

Ghandha dejjem tigi ddeterminata l-efficjenza tal-metodu uzat biex jitnehha d-dud (u l-fosdqiet jekk ikun xieraq)

mis-sottostrat tal-hamrija. Jekk il-frich jingabru permezz tat-teknika tal-issortjar bl-idejn, huwa rakkomandat li 1-
operazzjoni titwettaq darbtejn fuq il-kampjuni kollha.

REFERENZI:

(1) Van Gestel, C.A.M., W.A. van Dis, EM. van Breemen, PM. Sparenburg (1988). Comparison of two methods
determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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Appendici 6

Harsa generali lejn il-valutazzjoni statistika tad-dejta (determinazzjoni tal-NOEC)

Testijiet parametrici Testijiet non-parametrici
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C.34. DETERMINAZZJONI TAL-INIBIZZJONI TAL-ATTIVITA TAL-BATTERJI ANAEROBICI — TNAQQIS
FIL-PRODUZZJONI TAL-GASS MINN HAMA (DRENAGG) B’'DIGESTJONI ANAEROBIKANTI

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tal-ittestjar (TG) 224 tal-OECD (2007). Is-sustanzi
kimici li jinhargu fl-ambjent akkwatiku jghaddu kemm miz-Zoni aerobi¢i u anaerobici, fejn jistghu jigu
degradati ufjew jistghu jinibixxu l-attivita batterika; fxi kazijiet jistghu jibqghu fZoni anaerobi¢i mhux
disturbati ghal decennji jew iktar. Fil-trattament tal-ilma mormi, l-ewwel stadju, l-abitat primarju, huwa
ajrobiku fil-likwidu supernatanti u anaerobiku fil-hama subnatanti. Dan huwa segwit fit-tieni stadju minn zona
ajrobika fit-tank ta’ arjazzjoni tal-hama attivata u zona anaerobika fil-hama tas-subnatanti fit-tank tas-
soluzzjoni sekondarja. [l-hama minn dawn iz-zewg stadji generalment hija soggetta ghal trattament anaerobiku
li jipproduci metan u dijossidu tal-karbonju li normalment jintuzaw biex jipproducu l-elettriku. Fl-ambjent usa’,
is-sustanzi kimici li jilhqu naqal fbajjiet, festwarji u l-bahar x'aktarx jibqghu fdawn iz-Zoni anaerobic¢i indefinit-
tivament jekk ma jkunux bijodegradabbli. Idealment, proporzjonijiet ikbar ta’ xi whud mis-sustanzi kimici
sejrin jilhqu dawn iz-zoni minhabba l-proprjetajiet fizi¢i taghhom, bhal solubbilta baxxa fl-ilma, adsorbiment
qawwi f'solidi sospizi, kif ukoll l-inabbilta li jigu bijodegradati ajrobikament.

2. Filwaqt li huwa rakkomandabbli li s-sustanzi kimici li jinhelsu fl-ambjent ghandhom ikunu bijodegradabbli
kemm fkundizzjonijiet ajrobici kif ukoll anaerobici, huwa essenzjali li tali sustanzi kimi¢i ma jinibixxux I-
attivita ta’ mikro-organizmi fxi Zona minnhom. Fir-Renju Unit, kien hemm xi kazijiet ta’ inibizzjoni shiha tal-
produzzjoni tal-metan ikkawzata minn, perezempju, pentaklorofenol fl-iskariki industrijali, li jwassal ghal
trasport li jiswa hafna flus ta’ hama inibita mid-digesturi lejn siti ‘sikuri’ u l-importazzjoni ta’ hama b’digestjoni
tajba minn installazzjonijiet fil-qrib. Izda kien hemm hafna kazijiet ta’ tfixkil ingas sever tad-digestjoni minn
diversi sustanzi kimici ohrajn, inkluz aloidrokarburi alifatici (hasil fix-xott) u detergenti, li jwasslu ghal
indeboliment sinifikanti fl-efficjenza tad-digestur.

3. Metodu ta’ ttestjar wiehed biss, C.11 (1), jittratta l-inibizzjoni tal-attivita batterika (Respirazzjoni tal-hama
attivata), li jivvaluta l-effett tas-sustanzi kimici tat-test fuq ir-rata ta’ tehid tal-ossigenu fil-prezenza tas-sottostrat.
II-metodu ntuza b’'mod wiesgha biex jaghti twissija bikrija ta’ effetti dannuzi possibbli ta’ sustanzi kimici fuq it-
trattament ajrobiku tal-ilmijiet mormija, kif ukoll l-indikazzjoni tal-koncentrazzjonijiet mhux inibitorji tas-
sustanzi kimici tat-test li ghandhom jintuzaw fid-diversi testijiet ghall-bijodegradabbilta. Il-metodu ta’ ttestjar
C.43 (2) joffri opportunita limitata ghad-determinazzjoni tat-tossi¢ita ta’ sustanza kimika tat-test ghall-
produzzjoni tal-gass minn hama anaerobika, imhallta ma’ parti wahda minn ghaxra mill-koncentrazzjoni
normali tas-solidi ghall-precizjoni mehtiega fil-valutazzjoni tal-bijodegradabbilta percentwali. Peress li -hama
dilwita tista’ tkun iktar sensittiva ghal sustanzi kimici inibitorji, il-grupp tal-ISO ddecieda li jipprepara metodu li
juza hama mhux dilwita. Tal-inqas gew ezaminati tliet testi (mid-Danimarka, il-Germanja u r-Renju Unit) u fl-
ahhar nett gew ippeparati zewg standards tal-ISO, wiehed permezz ta’ hama mhux dilwita, ISO 13 641-1 (3) u
l-iehor permezz ta’ hama dilwita fmitt parti, ISO 13 641-2 (4), biex jigu rrapprezentati t-tajn u n-naqal li
jkollhom popolazzjonijiet ta’ batterji baxxi. Iz-zewg metodi kienu soggetti ghal ring test (5); parti 1 kienet
ikkonfermata bhala standard accettabbli izda kien hemm nuqqas ta’ gbil dwar il-parti 2. Ir-Renju Unit
ikkunsidra li, peress li parti sinifikanti mill-partecipanti ma rrapportaw ebda produzzjoni ta’ gass jew ftit li
xejn, parzjalment minhabba li l-ispazju percentwali tal-gass kien gholi hafna (75 %) ghall-ahjar sensittivita, il-
metodu jehtieg iktar investigazzjoni.

4. Hidma iktar bikrija fir-Renju Unit (6)(7) iddeskriviet metodu manometriku permezz ta’ hama ta’ digestjoni
mhux dilwita, flimkien ma’ hama minn drenagg mhux ipprocessat, fi flasks ta’ 500 ml; l-apparat kien
ineffi¢jenti u l-intiena tal-hama mhux ipprocessata kienet qawwija. Iktar tard Wilson et al. applika b’success 1-
apparat iktar kompatt u konvenjenti ta’ Shelton and Tiedje (8) kif zviluppat minn Battersby and Wilson (9).
(10). Kawahara et al (11) ipprepara b’success iktar hama standard fil-laboratorju ghall-uzu f'testijiet ghal bijode-
gradabbilta anaerobika u l-inibizzjoni minn numru ta’ sustanzi kimici. Barra minn hekk, il-hama mhux
ipprocessata bhala s-sottostrat kienet issostitwita biex jitwettaq test jew bhama anaerobika dilwita fmitt parti
jew b’tajn, naqal ecc. ta’ attivita batterjali baxxa.

5. Dan il-metodu jista’ jipprovdi informazzjoni li hija utli fit-tbassir tal-effett probabbli ta’ sustanza kimika tat-test
fuq il-produzzjoni tal-gass fdigesturi anaerobici. Mandakollu, testijiet itwal biss li jissimulaw id-digesturi
operattivi iktar mill-qrib jistghu jindikaw jekk jistax isehh l-adattament tal-mikro-organizmi ghas-sustanza
kimika tat-test jew jekk sustanzi kimici li x'aktar jigu adsorbiti u adsorbiti fil-hama jistghux jakkumulaw sa
koncentrazzjoni tossika fperjodu ta’ zmien itwal milli permess f'dan it-test.



L 54/138

1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

10.

PRINCIPJU TAT-TEST

Alikwoti ta’ tahlita ta’ hama ta’ digestjoni anaerobika (20 g/l sa 40 g/l tas-solidi totali) u soluzzjoni ta’ sottostrat
degradabbli huma inkubati wahedhom u simultanjament ma’ firxa ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika
tat-test frecipjenti ssigillati sa 3 jjiem. L-ammont ta’ gass (metan flimkien ma’ dijossidu tal-karbonju) prodott
jitkejjel biz-zieda fil-pressjoni (Pa) fil-fliexken. L-inibizzjoni percentwali tal-produzzjoni ta’ gass li jgibu
maghhom id-diversi koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test hija kkalkolata mill-ammonti prodotti fil-
fliexken tat-test u ta’ kontroll rispettivi. L-EC;, u koncentrazzjonijiet effettivi ohrajn jigu kkalkolati minn plotts
tal-inibizzjoni percentwali mal-koncentrazzjoni tas-sustanzi kimici tat-test jew, b'mod iktar komuni, il-
logaritmu taghha.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

Is-sustanzi kimici tat-test normalment ghandhom jintuzaw fl-iktar forma pura li tkun fac¢ilment disponibbli,
peress li l-impuritajiet £xi sustanzi kimici, ez. I-klorofenoli, jistghu jkunu iktar tossi¢i mis-sustanza kimika tat-
test innifisha. Madankollu, ghandhom jigu kkunsidrati l-htigijiet biex is-sustanzi kimici tat-test jigu ttestjati fil-
forma li jigu prodottifjitqieghdu ghad-dispozizzjoni fis-suq biha. L-uzu ta’ prodotti formulati mhuwiex
normalment rakkomandat, izda ghal sustanzi kimici tat-test li ma tantx jinhallu, l-uzu tal-materjal formulat jaf
ikun xieraq. ll-proprjetajiet tas-sustanza kimika tat-test li ghandhom ikunu disponibbli jinkludu s-solubbilta fl-
ilma u xi solventi organici, il-pressjoni tal-fwar, il-koeffi¢jent ta’ adsorbiment, l-idrolizi u l-bijodegradabbilta
fkundizzjonijiet anaerobici.

APPLIKABBILTA TAL-METODU

It-test huwa applikabbli ghas-sustanzi kimici li jinhallu jew li ma jinhallux fl-ilma, inkluz sustanzi kimici
volatili. Izda attenzjoni specjali hija mehtiega b'materjali b’solubbilta fl-ilma baxxa (ara ref. (12)) u ta’ volatilita
gholja. Barra minn hekk jistghu jintuzaw inokuli minn siti anaerobici ohrajn, ez. tajn, hamriji saturati, naqal.
Sistemi batterici anaerobici li precedentement kienu gew esposti ghal sustanzi kimici tossici jistghu jigu adattati
ghaz-zamma tal-attivita taghhom fil-prezenza ta’ sustanzi kimici ksenobijoti¢i. Inokuli minn sistemi batterici
adattati jaf juru tolleranza ikbar ghas-sustanzi kimici tat-test meta mqabbla mal-inokuli miksuba minnn sistemi
mhux adattati.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

Biex tigi vverifikata l-procedura, sustanza kimika ta’ referenza tigi ttestjata billi jigu kkonfigurati r-recipjenti
xierqa b’'mod parallel bhala parti mit-twettiq ta’ testijiet normali; 3, 5-diklorofenol intwera li huwa inibitur iktar
konsistenti tal-produzzjoni tal-gass anaerobika, kif ukoll bhala konsum tal-ossigenu mill-hama attivata u
reazzjonijiet bijokimici ohrajn. Zewg sustanzi kimici ohrajn intwerew li huma iktar inibitorji ghall-produzzjoni
tal-metan milli 3, 5-diklorofenol, jigifieri methylene bis-tjo¢janat u pentaklorofenol izda r-rizultati bihom ma
gewx ivvalidati. Pentaklorofenol mhuwiex rakkomandat peress li mhuwiex facilment disponibbli fforma pura.

RIPRODUCIBBILTA TAR-RIZULTATI

Fring test internazzjonali (5) kien hemm biss riproducibbilta gusta fil-valuri EC,, bejn 1-10 laboratorji
partecipanti ghal 3, 5-diklorofenol u l-ac¢idu sulfoniku 2-bromo-etan. (Il-medda tal-ewwel wiched kienet
32 mgfl sa 502 mg/l u ghal tal-ahhar 220-2 190 mg/l)

Numru ta’ labo- Bhala mg|l Bhala mg/g ta’ hama
ratonii medja s.d. cv(%) medja s.d. cv(%)
3, 5-Diklorofenol
10 153 158 103 5 4,6 92
Acidu sulfoniku 2-Bromo-etan
10 1058 896 85 34 26 76

1.3.2016
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Dejta EC,, minn ring test — hama mhux dilwita

11. Tl-koeffi¢jenti gholjin ta’ varjazzjoni bejn il-laboratorji sa certu punt jirriflettu d-differenzi fis-sensittivita tal-
mikro-organizmi minhabba espozizzjoni minn qabel jew l-ebda espozizzjoni minn qabel ghas-sustanza kimika
tat-test jew sustanzi kimi¢i kimikament relatati ohra. Il-precizjoni bliema l-valur ECs, abbazi tal-koncen-
trazzjoni tal-hama kienet iddeterminata kienet ftit iktar ahjar mill-valur ‘volumetriku’ (mg/l). It-tliet laboratorji li
rrapportaw il-precizjoni tal-valuri EC, taghhom ghal 3,5-diklorofenol urew koeffi¢jenti ferm inqas ta’
varjazzjoni (22, 9, u 18 % rispettivament ghal EC,; mg/g) minn dawk tal-medji tal-ghaxar laboratorji kollha. II-
medji individwali ghat-tliet laboratorji kienu 3,1, 3,2 u 2,8 mg/g, rispettivament. Il-koeffi¢jenti ta’ varjazzjoni
iktar baxxi, accettabbli fi hdan il-laboratorji meta mqabbel mal-koeffi¢jenti ferm oghla bejn il-valuri tal-
laboratorju, jigifieri 9-22 % cf. 92 %, jindikaw li hemm differenzi sinifikanti fil-proprjetajiet tal-hama
individwali.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

12. Huwa mehtieg taghmir tal-laboratorju tas-soltu u dan li gej:
a) Inkubatur — li jiflah ghall-isparks u kkontrollat fi 35 °C + 2 °C;

b) Recipjenti tal-ittestjar tal-hgieg rezistenti ghall-pressjoni ta’ dagqs nominali xieraq (*), kull wiehed imdahhal
b’septum miksi li ma jghaddix gass minnu, li jista’ jiflah madwar 2 bar jew 2 x 105 Pa (ghall-uzu fil-kisi, ez.
PTFE = politetrafluworeten). Il-fliexken tas-serum tal-hgieg b’'volum nominali ta’ 125 ml, b'volum reali ta’
madwar 160 ml, issigillati b'septa tas-serum () u huma rakkomandati ¢rieki tal-aluminju rbattuti; izda
jistghu jintuzaw b’'success fliexken b'volum totali ta’ bejn 0,1 u litry;

¢) Miter tal-pressjoni bi pre¢izjoni (*) u twahhil mal-labra

II-produzzjoni totali tal-gass (metan flimkien ma’ dijossidu tal-karbonju) titkejjel permezz ta’ miter tal-
pressjoni adattat biex jippermetti l-kejl u l-ivventjar tal-gass prodott. Ezempju ta’ strument xieraq huwa
miter tal-pressjoni bi precizjoni li jinzamm fl-idejn imqabbad ma’ labra ta’ siringa; valv impermeabbli
tridirezzjonali jiffacilita r-rilaxx ta’ pressjoni zejda (Appendici 1). Huwa mehtieg li I-volum intern tat-tubi u
l-valv tat-transdjuser tal-pressjoni jinzamm baxx kemm jista’ jkun, biex b’hekk l-izbalji introdotti minhabba
li jigi ttraskurat il-volum tat-taghmir ikunu insinifikanti;

d) Kontenituri izolati, ghat-trasport tal-hama ta’ digestjoni;
e) Valvs ghar-rilaxx tal-pressjoni tridirezzjonali;
f) Passatur, li ghandu xibka kwadra ta’ 1 mm;

g) Kontenitur, ghall-hama ta’ digestjoni, flixkun tal-hgieg jew ta’ polietilen b'densita gholja, bkapacita ta’
madwar 5 litri, mghammar bhawwad u facilitajiet biex jinghadda fluss ta’ gass tan-nitrogenu (ara l-
paragrafu 13) mill-ispazju fil-wicg;

h) filtri tal-membrana (0,2 pm) ghall-isterilizzazzjoni tas-sottostrat;

() 1d-dags rakkomandat huwa 0,1 litru ghal litru.

() Huwa rakkomandat l-uzu ta’ septa tas-sili¢ju li ma jghaddix gass minnhom. Huwa rakkomandat ukoll li l-impermeabbilta ghall-gass

tal-ghotjien, specjalment is-septa tal-gomma tal-butil, tigi ttestjata peress li diversi septa disponibbli fis-suq mhumiex impermeabbli

bizzejjed ghall-metan u xi septa ma jibqghux impermeabbli meta jittaqqbu b'labra fil-kundizzjonijiet tat-test.

— Huma rakkomandati septa miksija li ma jghaddix gass minnhom, li ghandhom jintuzaw ghal sustanzi kimici volatili (xi septa
kummer¢jali huma relattivament irqaq, ingas minn 0,5 cm, u ma jibqghux impermeabbli ghall-gass wara li jittaqqbu b’labra ta’
siringa);

— Huma rakkomandati septa tal-gomma tal-butil (madwar 1 cm), jekk is-sustanzi tat-test ma jkunux volatili (dawn normalment
jibqghu impermeabbli ghall-gass wara li jittagqbu.)

— Qabel it-test, huwa rakkomandat li s-septa jigu ezaminati b’attenzjoni ghall-abbilta taghhom biex jibqghu impermeabbli ghall-
gass wara li jittaqgbu.

II-miter ghandu jintuza u jigi kkalibrat fintervalli regolari, skont l-istruzzjonijiet tal-manifattur. Jekk jintuza miter tal-pressjoni tal-

kwalita preskritta, ez. kkapsulat b'membrana tal-azzar, mhija mehtiega ebda kalibrazzjoni fil-laboratorju. Dan ghandu jigi kkalibrat minn

istitut illicenzjat fl-intervalli rakkomandati. Il-precizjoni tal-kalibrazzjoni tista’ tigi vverifikata fil-laboratorju b’kejl fpunt partikolari

1 x 10° Pa b'miter tal-pressjoni b’displej mekkaniku. Meta dan il-punt jitkejjel b'mod korrett, il-linearita sejra tibqa’ l-istess ukoll. Jekk

jintuzaw apparati ta’ kejl ohra (minghajr kalibrazzjoni ¢certifikata mill-manifattur), hija rakkomandata konverzjoni tul il-medda totali

fintervalli regolari (Appendici 2).

—_
-~
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i) mikro siringi, ghall-konnessjoni impermeabbli ghall-gass tat-transdjuser tal-pressjoni (ara l-paragrafu 12(c))
ghall-ispazju fil-wicc tal-fliexken (ara 1-paragrafu 12(b)); kif ukoll ghaz-zieda ta’ materjali tat-test b’likwidu li
ma jinhallx fil-fliexken;

j) kompartiment tal-ingwanti, fakultattiv izda rakkomandat, bi ftit pressjoni pozittiva tan-nitrogenu.

Reagenti

13. Utza reagenti tal-grad analitiku fkull parti. Gass tan-nitrogenu, b’purita gholja b’kontenut ta’ inqas minn 5 pl/l
ta’ ossigenu, ghandu jintuza fkull parti.

Ilma

14. Jekk tkun mehtiega dilwizzjoni fxi stadju, uza ilma dejonizzat li kien qabel tnehhitlu l-arja minnu. Mhumiex
mehtiega kontrolli analiti¢i, izda kun Zgur li l-apparat dejonizzanti jinzamm b'mod regolari. Uza ilma
dejonizzanti anki ghall-preparazzjoni ta’ soluzzjonijiet ewlenin. Qabel iz-zieda ta’ inokulu anaerobiku ma’
kwalunkwe soluzzjoni jew dilwizzjoni tal-materjal tat-test, kun zgur li dawn ikunu minghajr ossigenu. Dan isir
jew billi jinghadda gass tan-nitrogenu fl-ilma ta’ dilwizzjoni (jew fid-dilwizzjonijiet) ghal siegha qabel ma jizdied
l-inokulu, jew inkella billi jissahhan l-ilma ta’ dilwizzjoni sal-punt tat-toghlija u jitberred ghat-temperatura tal-
kamra fatmosfera minghajr ossigenu.

Hama Digerita

15. Igbor il-hama ta’ digestjoni attiva minn digestur fimpjant tat-trattament tal-ilma mormi, jew inkella, minn
digestur tal-laboratorju, billi tittratta I-hamra minn drenagg principalment domestiku. Informazzjoni prattika
dwar il-hama minn digestur tal-laboratorju tista’ tinstab x'imkien iehor (11). Jekk ikun mahsub l-uzu ta’ inkolu
adattat, tista’ tigi kkunsidrata d-digestjoni tal-hama minn impjant tat-trattament tad-drenagg industrijali. Uza
fliexken b’ghonq wiesgha maghmula minn polietilen b'densita gholja jew materjal simili, li jista’ jespandi, ghall-
gbir tal-hama. Zid il-hama fil-fliexken tal-kampjun sa madwar 1 cm mill-parti ta’ fuq nett tal-fliexken,
issikkahom, preferibbilment b'valv tas-sigurta (paragrafu 12(e)), u poggihom fkontenituri izolati (paragrafu 12
(d)) biex tnaqqas il-qabza fit-temperatura, sakemm ma jigux ittrasferiti finkubatur 35 °C £ 2 °C. Meta titfah il-
fliexken, ara li thalli tohrog il-pressjoni tal-gass zejda jew billi tiftah battenzjoni s-sigill, jew permezz ta’ valv
tar-rilaxx tal-pressjoni tridirezzjonali (paragrafu 12(e)). Huwa preferibbli li l-hama tintuza fi zmien saghtejn
mill-gbir, inkella tinhazen £35 °C + 2 °C fi spazju fil-wi¢¢ tan-nitrogenu ghal sa 3 ijiem, meta normalment
isehh ftit telf ta’ attivita.

Twissija — Id-digestjoni tal-hama tipproduci gassijiet li jagbdu li jipprezentaw riskji ta’ nar u spluzjoni: fiha
wkoll organizmi potenzjalment patogenici, b’hekk hu prekawzjonijiet xierqa waqt l-immaniggar tal-hama. Ghal
ragunijiet ta’ sigurta, tuzax recipjenti tal-hgieg ghall-gbir tal-hama.

Inokulu

16. Ezattament qabel l-uzu, hallat il-hamrija billi thawwadha u tghaddiha minn passatur b’xibka ta’ 1 mm?
(paragrafu 12(f)) fi fliexkun xieraq (paragrafu 12(g)) mill-ispazju fil-wic¢ i minnu jinghadda fluss ta’ nitrogenu.
Warrab kampjun ghall-kejl tal-koncentrazzjoni ta’ solidi xotti totali (ara ez. ISO 11 923 (13) jew standard tal-
UE ekwivalenti). Bmod generali, uza l-hama minghajr dilwizzjoni. Il-koncentrazzjoni ta’ solidi, generalment
tkun bejn 2 % u 4 % (w/v). Iccekkja l-valur pH tal-hama u, jekk ikun mehtieg, aggusta ghal 7 £ 0,5.

Sottostrat tat-test

17. Holl 10 g brodu ta’ nutrijenti (ez. Oxoid), 10 g ta’ estratt tal-hmira u 10 g ta’ glukozju-D filma dejonizzat u
ddilwixxi sa 100 ml. Isterilizza b'filtrazzjoni permezz ta’ filtru tal-membrana ta’ 0,2 pm (paragrafu 12(h)) u uza
minnufih u ahzen £4 °C ghal mhux iktar minn jum.

Sustanza kimika tat-test

18. Ipprepara soluzzjoni ewlenija ghal kull sustanza kimika tat-test li tinhall fl-ilma biex ikun fiha, perezempju,
10 g/l tas-sustanza kimika filma ta’ dilwizzjoni minghajr ossigenu (paragrafu 14). Uza volumi xierqa ta’ dawn
is-soluzzjonijiet ewlenin biex tipprepara t-tahlitiet ta’ reazzjoni li fihom koncentrazzjonijiet iggradati. Inkella,
ipprepara serje ta’ dilwizzjonijiet ta’ kull soluzzjoni ewlenija biex b’hekk il-volum mizjud fil-fliexken ikun I-
istess ghal kull koncentrazzjoni finali mehtiega. 1l-pH tas-soluzzjonijiet ewlenin ghandu jkun aggustat ghal
7 + 0,2, jekk ikun mehtieg.
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19. Ghal sustanzi kimici tat-test li ma jinhallux bizzejjed fl-ilma, ikkonsulta ISO 10 634 (12) jew standard tal-UE
ekwivalenti. Jekk ikun mehtieg li jintuza solvent organiku, evita solventi bhal kloroform u tetraklorur tal-
karbonju, li huma maghrufa sew li jinibixxu l-produzzjoni ta’ metan. Ipprepara soluzzjoni ta’ koncentrazzjoni
xierqa ta’ sustanza kimika li ma tinhallx fl-ilma fsolvent volatili xierag, perezempju, acetun, dietileter. Zid il-
volumi mehtiega ta’ soluzzjoni tas-solvent fil-fliexken tat-test vojta (paragrafu 12(b)) u evapora s-solvent qabel
iz-zieda tal-hama. Ghal trattamenti ohra uza ISO 10 634 (12) jew standard tal-UE ekwivalenti, izda oqghod
attent li kwalunkwe agent tensjoattiv uzat biex jigu prodotti emulsjonijiet jista’ jkun inibotorju ghall-
produzzjoni ta’ gass anaerobiku. Huwa mahsub li l-prezenza ta’ solventi organici u l-agenti emulsifikanti
tikkawza artefatti, is-sustanza kimika tat-test tista’ tizdied direttament mat-tahlita tal-ittestjar bhala trab jew
likwidu. Is-sustanzi kimici volatili u s-sustanzi kimici tat-test blikwidu li ma jinhallx fl-ilma jistghu jigu
inokulati fi fliexken tas-serum, permezz ta’ mikrosiringi (il-paragrafu 12(j)).

20. Zid is-sustanzi kimic¢i tat-test fil-fliexken biex taghti serje geometrika ta’ koncentrazzjonijiet, perezempju,
500 mgfl, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l u 15,6 mg/l. Jekk il-medda ta’ tossi¢ita ma tkunx
maghrufa minn sustanzi kimici simili, l-ewwel wettaq test preliminari tas-sejba tal-medda b’koncentrazzjoni ta’
1 000 mg/l, 100 mg/l u 10 mg/l biex taccerta l-medda xierqa.

Sustanza kimika ta’ referenza

21. Ipprepara soluzzjoni milwiema ta’ 3,5-diklorofenol (10 g/l) billi zzid gradwalment l-ammont minimu ta’
5 mol/l soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju mas-solidu, waqt li thawwad, sakemm jinhall. Imbaghad zid ilma tad-
dilwizzjoni minghajr ossigenu (paragrafu 14) sal-volum mehtieg; is-sonikazzjoni tista’ tghin it-tidwib. Jistghu
jintuzaw sustanzi kimici ta’ referenza ohra meta tkun inkisbet il-medda medja tal-ECy, ftal-inqas tliet testijiet
b'inokuli differenti (sorsi differenti jew hinijiet differenti ta’ gbir).

INTERFERENZA [ZBALJI

22. Xi kostitwenti ta’ hama jistghu prezumibbilment jirreagixxu ma’ inibituri potenzjali jaghmluhom indisponibbli
ghal mikro-organizmi sabiex jaghtu inibizzjoni izghar jew ebda inibizzjoni. Barra minn hekk, jekk il-hama diga
kien fiha sustanza kimika li hija inibitorja, jistghu jinkisbu rizultati zbaljati meta dik is-sustanza kimika kienet
soggetta ghat-test. Apparti minn dawn il-possibbiltajiet, hemm numru ta’ fatturi identifikati li jistghu jwasslu
ghal rizultati foloz. Dawn huma elenkati fl-Appendici 3, flimkien mal-metodi li jeliminaw jew tal-inqas inaqqsu
l-izbalji.

PROCEDURA TAT-TEST

23, In-numru ta’ repliki mehtiega jiddependi fuq il-grad ta’ precizjoni mehtiega ghall-indicijiet ta’ inibizzjoni. Jekk
is-sigilli tal-fliexken huma suffi¢jentement impermeabbli matul it-test, ikkonfigura lott wiehed biss (tal-inqas
triplikati) tal-fliexken tat-test fkull koncentrazzjoni mehtiega. Bl-istess mod, ikkonfigura lott wiehed ta’ fliexken
b’sustanza kimika ta’ referenza u sett wiched ta’ kontrolli. Madankollu, jekk is-sigilli tal-fliexken iridu jittaqqbu
darba jew xi ftit drabi biss, ikkonfigura lott (ez. triplikati) tal-fliexken tat-test ghal kull intervall (t) li ghalihom
huma mehtiega rizultati ghall-koncentrazzjonijiet kollha ta’ sustanza kimika tat-test li ghandha tigi ttestjata. Bl-
istess mod, ikkonfigura lottijiet ‘t’ tal-fliexken ghas-sustanza kimika ta’ referenza u ghall-kontrolli.

24. Huwa rakkomandat l-uzu ta’ kaxxa tal-ingwanti (paragrafu 12(j)). Tal-inqas 30 minuta qabel ma jinbeda t-test,
ibda fluss ta’ gass tan-nitrogenu mill-kaxxa tal-ingwanti li fiha t-taghmir kollu mehtieg. Assigura li t-
temperatura tal-hama hija fi hdan 35 °C £ 2 °C matul l-immaniggar u s-sigill tal-fliexken.

Test Preliminari

25. Jekk l-attivita tal-hama mbhijiex maghrufa, huwa rakkomandat li jitwettaq test preliminari. Ikkonfigura I-
kontrolli biex perezempju, jaghtu koncentrazzjonijiet ta’ solidi ta’ 10 gfl, 20 g/l u 40 g/l, flimkien mas-
sottostrat izda ma juzaw ebda sustanza kimika tat-test. Barra minn hekk, uza volumi differenti ta’ tahlita ta’
reazzjoni sabiex ikollok tlieta sa erba’ proporzjonijiet ta’ volumi ta’ spazju fil-wic¢ mal-volum tal-likwidu. Minn
dawn ir-rizultati ta’ volumi tal-gass prodotti fdiversi intervalli ta’ Zmien, il-kundizzjonijiet l-iktar xierqa li
jippermettu zewg kejliet kuljum li jipproducu volumi sinifikanti ta’ gass u jirrilaxxaw il-pressjoni kuljum fl-
aqwa sensittivita (') minghajr biza’ ta’ spluzjonijiet.

(") Dan japplika ghall-konfigurazzjoni sperimentali u I-kundizzjonijiet sperimentali fejn il-volumi ta’ gass prodotti — u minn inbjanki tal-
kontroll u minn recipjenti li jindikaw inibizzjoni ta’ 70 — 80 % — jistghu jigu stmati b’margini ta’ zball accettabbli.
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Zieda ta’ sustanzi kimiéi tat-test

26. Zid sustanzi kimi¢i tat-test li jinhallu fl-ilma ma’ fliexken tat-test vojta (paragrafu 12(b)) bhala soluzzjonijiet
milwiema (paragrafu 18). Uza tal-inqas settijiet ta’ triplikati ta’ fliexken ghal kull medda ta’ koncentrazzjonijiet
(paragrafu 20). Fil-kaz ta’ sustanza kimika tat-test li ma tinhallx u li ma tantx tinhall, injetta soluzzjonijiet ta’
dawn fsolventi organic¢i permezz ta’ mikrosiringa fi fliexken vojta biex taghti settijiet ta’ repliki ta’ kull hames
koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test. Evapora s-solvent billi tghaddi gett ta’ gass tan-nitrogenu fuq
wic¢ is-soluzzjonijiet fil-fliexken tat-test. Inkella, zid sustanzi kimi¢i solidi li ma jinhallux bhala ammonti
mwiezna tas-solidu direttament mal-fliexken tat-test.

27. Jekk sustanzi kimici tat-test ta’ likwidu ma jinhallux u i ma tantx jinhall fl-ilma ma jizdidux ma’ solvent,
zidhom direttament b'mikrosiringa mal-fliexken tat-test wara li zzid l-inokulu u s-sottostrat tat-test (ara l-
paragrafu 30). Is-sustanzi kimici tat-test volatili jistghu jizdiedu bl-istess mod.

Zieda ta’ inokulu u sottostrat

28. Hawwad volum xieraq ta’ hama ta’ digestjoni mghoddija minn passatur (ara l-paragrafu 16) fi fliexkun ta’ 5 litri
(il-paragrafu 12(g)), filwaqt li tghaddi fluss ta’ gass tan-nitrogenu mill-ispazju fil-wic¢. Lahlah il-fliexken tat-test,
li filhom soluzzjonijiet milwiema jew soluzzjonijiet ta’ solvent evaporati tas-sustanzi kimici tat-test, bi fluss ta’
gass tan-nitrogenu, ghal madwar zewg minuti biex tnehhi l-arja. Ferra’ l-alikwoti, ez. 100 ml, tal-hama imhallta
sew fil-fliexken tat-test permezz ta’ pipetta b’ponta kbira jew cilindru tal-kejl. Huwa essenzjali li timla l-pipetta
fpass wiched sal-volum ezatt ta’ hama mehtiega minhabba I-facilita li biha s-solidi tal-hama joqoghdu
fposthom. Jekk jittiched ammont ikbar, battal il-pipetta u erga’ ibda.

29. Imbaghad zid soluzzjoni ta’ sottostrat suffi¢jenti (paragrafu 17) biex taghti koncentrazzjoni ta’ 2 g/l ta’ kull
brodu ta’ nutrijenti, estratt tal-hmira u glukozju-D fit-tahlita, filwaqt li n-nitrogenu jkun ghadu qieghed jitferra’.
Dan li gej huwa ezempju ghal-lottijiet tal-ittestjar.

Koné - Volum ta’ sustanza kimika tat-test Reagenti u midjums
oncentraZZ]om (ml) (ml)
tal-massa finali
tas-sustanza ki- | g0 oni ewle- | Soluzzjoni ewle-
mika tat-test fil- 19 19 Ima ta’ dilwiz-
; nija nija . Inokulu Sottostrat
fliexken tat-test 0 ol b ! zjoni 6 1
(mg/L) a) 10 g ) 1g/ para. 14 para. 1 para. 17
para. 18 para. 18
0 — 0 1,0 100 2
1 — 0,1 0,9 100 2
33 — 0.33 0,67 100 2
10 0,1 — 0,9 100 2
33 0,33 — 0,67 100 2
100 1,0 — 0 100 2
Volum totali tal-fliexkun = 160 ml. Volum tal-likwidu = 103 ml
Volum tal-gass = 57 ml, jew 35,6 % tal-volum totali.

30. Bl-istess mod ahsel b'gass tan-nitrogenu, fliexken tat-test vojta bizzejjed biex tindirizza kwalunkwe sustanza

kimika tat-test ta’ likwidu volatili u li ma jinhallx (ara l-paragrafu 27).
Kontrolli u sustanza kimika ta’ referenza
31. Ikkonfigura tal-inqas settijiet triplikati ta’ fliexken, li fihom hama u sottostrat biss, biex jagixxu bhala kontrolli.

Ikkonfigura wkoll fliexken ta’ repliki li fihom hama u sottostrat flimkien ma’ bizzejjed soluzzjoni ewlenija
tas-sustanza kimika ta’ referenza 3,5-diklorofenol (paragrafu 21) biex tirrizulta fkoncentrazzjoni finali ta’
150 mg/l. Din il-koncentrazzjoni ghandha tinibixxi l-produzzjoni ta’ gass b'madwar 50 %. Inkella, ikkonfigura
medda ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika ta’ referenza. Barra minn hekk, ikkonfigura erba’ fliexken
zejda ghall-kejl tal-pH li fihom hama, ilma minghajr ossigenu u sottostrat. Zid is-sustanza kimika tat-test maz-
zewg fliexken fl-oghla koncentrazzjoni li tkun gieghda tigi ttestjata u zid ilma minghajr ossigenu maz-zewg
fliexken li jifdal.
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32. Assigura li l-fliexken kollha — is-sustanzi kimici tat-test u ta’ referenza u l-kontrolli fihom l-istess volum (V)
ta’ likwidu; fejn ikun mehtieg, zid ilma minghajr ossigenu (paragrafu 14) biex taghmel il-volum. L-ispazju fil-
wice ghandu jkun bejn 10 % u 40 % tal-volum tal-flixkun, il-valur attwali jintghazel mid-dejta miksuba mit-test
preliminari. Wara li zzid il-kostitwenti kollha fil-fliexken, nehhi I-labra li tforni l-gass u ssigilla kull flixkun
b’tapp tal-gomma u ghatu tal-aluminju (Paragrafu 12(b)), filwaqt li xxarrab it-tapp b'taqtira ta’ ilma dejonizzat
biex tiffacilita d-dhul. Hawwad il-kontenut ta’ kull flixkun billi thawdu.

Inkubazzjoni tal-fliexken

33. Ittrasferixxi I-fliexken lejn l-inkubatur ikkontrollat b'termostat, preferibbilment mghammar b’xejker, u mizmum
£35 °C £ 2 °C. Il-fliexken huma inkubati fid-dlam. Wara madwar siegha, ekwilizza l-pressjoni fil-fliexken sat-
temperatura tal-atmosfera billi ddahhal il-labra tas-siringa, imwahhla mal-miter tal-pressjoni (paragrafu 12(c)),
mis-sigill ta’ kull flixkun, wara iftah il-valv sakemm il-miter tal-pressjoni jaqra zero u fl-ahhar aghlaq il-valv. 1l-
labra ghandha tiddahhal fangolu ta’ madwar 45° biex tevita tnixxija ta’ gass mill-fliexken. Jekk il-fliexken jigu
inkubati minghajr xejker, hawwad manwalment darbtejn kuljum matul il-perjodu ta’ inkubazzjoni totali biex
tigi ekwilibrata s-sistema. Inkuba l-fliexken u aqlibhom biex tevita kwalunkwe telf ta’ gass mis-septum.
Madankollu, il-qlib mhuwiex xieraq fkazijiet fejn is-sustanzi kimici tat-test li ma jinhallux jistghu jehlu ma’
qgiegh il-flask.

Gestjoni tal-pressjoni

34. Meta I-fliexken jilhqu 35 °C £ 2 °C, kejjel u rregistra I-pH tal-kontenut ta’ tnejn minn erba’ fliexken ikkonfi-
gurati ghal dan il-ghan u armi l-kontenut; kompli inkuba I-fliexken li jifdal fid-dlam. Kejjel u rregistra I-
pressjoni fil-fliexken darbtejn kuljum fl-48 siegha sat-72 siegha ta’ wara billi ddahhal il-labra tal-miter tal-
pressjoni mis-sigill ta’ kull flixkun, wara nixxef il-labra bejn il-kejliet. Zomm il-partijiet kollha tal-fliexken fit-
temperatura ta’ inkubazzjoni matul il-kejl, li ghandu jittiched malajr kemm jista’ jkun. Halli l-qari tal-pressjoni
jistabbilizza u rregistrah. Imbaghad iftah il-valv ghal ventilazzjoni u aghlqu meta I-pressjoni taqra Zero. Kompli
t-test generalment ghal 48 siegha mill-hin tal-ewwel ekwalizzazzjoni tal-pressjoni, ‘hin 0’ iddisinjat. In-numru
ta’ gari u ventilazzjonijiet ghandu jkun limitat ghal sustanzi kimi¢i volatili ghal wiehed (fi tmiem I-
inkubazzjoni) jew tnejn biex jigi minimizzat it-telf ta’ sustanza kimika tat-test (10).

35. Jekk il-qari tal-pressjoni jkun negattiv, tiftahx il-valv. Kultant takkumula umdita fil-labra tas-siringa u t-tubi,
indikata minn qari tal-pressjoni ftit negattiv. Fdan il-kaz nehhi I-labra, hawwad it-tubi, nixxef b’karta assorbenti
u wahhal labra gdida.

Kejl tal-pH

36. Kejjel u rregistra l-pH tal-kontenut ta’ kull flixkun wara l-kejl finali tal-pressjoni.

DEJTA U RAPPORTAR
Espressjoni tar-rizultati

37. Ikkalkola t-total u l-medja tal-pressjonijiet irregistrati fkull intervall ta’ zmien ghal kull sett ta’ fliexken ta’
repliki u kkalkola l-medja grossa kumulattiva tal-pressjoni tal-gass fkull intervall ta’ Zmien ghal kull sett ta’
repliki. Ipplottja kurvi tal-medja kumulattiva ta’ produzzjoni tal-gass (Pa) mal-hin ghall-kontroll, il-fliexken tat-
test u ta’ referenza. Aghzel hin fuq il-parti lineari tal-kurva, generalment 48 siegha, u kkalkola l-inibizzjoni
percentwali (I) ghal kull koncentrazzjoni mill-ekwazzjoni [1]:

I=(1-PJp)x100 [1],
fejn
I inibizzjoni percentwali, f %;

P, il-pressjoni tal-gass prodotta b'materjal tat-test fhin maghzul, Pascal (Pa);

t

P_ il-pressjoni tal-gass prodotta b'materjal tat-test fl-istess hin, fPascal (Pa).
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Jaf ikun rakkomandabbli li z-zewg plotts, jigifieri Plott I jiddahhlu mal-koncentrazzjoni u anki mal-logaritmu
tal-koncentrazzjoni biex b’hekk tintghazel il-kurva li hija eqreb mallinearita. Ivvaluta l-valur EC,, (mg/l)
vizwalment jew b’analizi tar-rigressjoni mill-kurva eqreb tal-linearita. Ghal finijiet komparattivi, jaf ikun utli li 1-
koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tigi espressa bhala mg sustanza kimika/g tas-solidi xotta totali. Biex tikseb
din il-koncentrazzjoni, agsam il-koncentrazzjoni volumetrika (mg/l) bil-koncentrazzjoni volumetrika tas-solidi
ta’ hama xotta (g/l) (paragrafu 16).

38. [Ikkalkola l-inibizzjoni perc¢entwali milhuqa mill-konc¢entrazzjoni unika tas-sustanza kimika ta’ referenza uzata
jew 1-EC;, jekk ikun gie investigat numru bizzejjed ta’ koncentrazzjonijiet.

39. Ikkonverti l-pressjoni medja tal-gass prodott fil-kontroll P (Pa) ghall-volum breferenza ghall-kurva ta’
kalibrazzjoni tal-miter tal-pressjoni (Appendi¢i 2) u minn dan ikkalkola l-produzzjoni ta’ gass, espressa bhala I-
volum prodott £'48 siegha minn 100 ml ta’ hama mhux dilwita fkoncentrazzjonijiet ta’ solidi ta’ 2 % (20 g/l) sa
4% (40 g/l).

Kriterji tal-validita

40. Rizultati mill-prova interlaboratorja tal-ISO (5) urew li s-sustanza kimika ta’ referenza (3,5-diklorofenol)
ikkawzat 50 % inibizzjoni tal-produzzjoni tal-gass fmedda ta’ koncentrazzjonijiet ta’ 32 mg/l sa 510 mg|l
medja 153 mg/l (paragrafu 10). Din il-medda tant hija wiesgha li ma jistghux jigu stabbiliti b’kunfidenzjalita
limiti sodi ghall-inibizzjoni bhala kriterji ta’ validita; dan ghandu jkun possibbli meta l-izviluppi jkunu wrew kif
ghandhom jigu prodotti inokuli iktar konsistenti. Il-volumi ta’ gass prodott fil-fliexken ta’ kontroll £48 siegha
varjaw minn 21 mlfg ta’ materja xotta ta’ hama sa 149 ml/g (medja ta’ 72 ml/g). Ma kien hemm ebda
relazzjoni ovvja bejn il-volum ta’ gass prodott u l-valur EC;, korrispondenti. Il-pH finali varja bejn 6,1 u 7,5.

41. It-test huwa kkunsidrat bhala validu, meta tinkiseb inibizzjoni ta’ iktar minn 20 % fil-kontroll ta’ referenza li
jkun fih 150 mg/l ta’ 3,5-diklorofenol, iktar minn 50 ml gass ghal kull gramma materja xotta jigi prodott fil-
kontroll inbjank u l-valur pH jaqa’ fil-medda ta’ 6,2 sa 7,5 fi tmiem it-test.

Rapport tat-Test

42. TIr-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza kimika tat-test

— isem komuni, isem tas-sustanza kimika, numru CAS, formula strutturali u proprjetajiet fiziko kimici
rilevanti;

— purita (impuritajiet) tas-sustanza kimika tat-test.

Kundizzjonijiet tat-test

— volumi ta’ kontenut ta’ likwidu u ta’ spazju fil-wicc fir-recipjenti tat-test;

— deskrizzjonijiet tar-recipjenti tat-test u kejl tal-gass (ez. tip ta’ miter ta’ pressjoni);

— applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test u sustanza kimika ta’ referenza ghas-sistema tat-test, il-
koncentrazzjonijiet tat-test uzati u l-uzu ta’ kwalunkwe solvent;

— dettalji tal-inokulu uzat: isem l-impjant ta’ trattament tad-drenagg, deskrizzjoni tas-sors tal-ilma mormi
ttrattat (ez. temperatura operattiva, hin ta’ zamma tal-hama, drenagg principalment domestiku jew skart
industrijali, ecc.), koncentrazzjonijiet tas-solidi, attivita ta’ produzzjoni tal-gass ta’ digestur anaerobiku,
espozizzjoni precedenti jew adattament minn gabel possibbli ghal sustanzi kimici tossici jew sit ta’ gbir tat-
tajn, naqal ec¢;

— temperatura ta’ inkubazzjoni u medda;

— numru ta’ repliki.
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Rizultati

— valuri tal-pH fi tmiem it-test;

— id-dejta kollha mkejla migbura fir-recipjenti ta’ kontroll tas-sustanza kimika tat-test, ta’ referenza u ta’
inbjank, kif xieraq (ez. pressjoni fPa jew millibars) fforma tabulari;

— inibizzjoni percentwali fil-fliexken tat-test u ta’ referenza, u I-kurvi ta’ inibizzjoni/koncentrazzjoni;

— kalkolu tal-valuri EC,,, espress bhala mg/l u mg/g;

— produzzjoni tal-gass ghal kull gramma ta’ hama fi 48 siegha;

— ragunijiet ghal kwalunkwe rifjut tar-rizultati tat-test;

— diskussjonijiet tar-rizultati, inkluz kwalunkwe devjazzjoni mill-proceduri fdan il-metodu ta’ ttestjar u tigi
diskussa kwalunkwe devjazzjoni fir-rizultati tat-test minhabba Il-interferenzi u l-izbalji minn dak li jkun
mistenni;

— jigi indirizzat ukoll jekk il-fini ta’ dan it-test kienx li jkejjel it-tossicita ghal mikro-organizmi esposti minn
gabel jew mhux esposti minn qabel.
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Appendiéi 1

Ezempju ta’ apparat biex titkejjel il-produzzjoni ta’ bijogass skont il-pressjoni tal-gass

0

AONNYN

Miter tal-pressjoni

valv impermeabbli ghall-gass b'zewg direzzjonijiet jew tridirezzjonali
Labra ta’ siringa

Sigill impermeabbli ghall-gass (ghatu kkrimpjat u septum)

Spazju fil-wic¢

Inokulu ta’ hamrija digerita

Recipjenti tat-test fambjent ta’ 35 °C £ 2 °C
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Appendici 2

Konverzjoni tal-miter tal-pressjoni

Il-qari tal-miter tal-pressjoni jista’ jkun relatat mal-volumi ta’ gass permezz ta’ kurva standard u minn dan jista’ jigi
kkalkolat il-volum ta’ gass prodott ghal kull gramma ta’ hama xotta ghal 48 siegha. Dan l-indici ta’ attivita jintuza
bhala wiehed mill-kriterji i permezz tieghu tista’ tigi vvalutata l-validita tar-rizultati tat-test. [l-kurva ta’ kalibrazzjoni
tigi prodotta bl-injezzjoni ta’ volumi maghrufa ta’ gass £35 °C = 2 °C fi fliexken tas-serum li fihom volum ta’ ilma
ugwali ghal dak tat-tahlita ta’ reazzjoni, V;

— Ferra’ V, ml alikwoti ta’ ilma, mizmuma 35 °C + 2 °C fhames fliexken tas-serum. Issigilla l-ilmijiet u
gieghedhom siegha fbanjumarija 35 °C % 2 °C sabiex jekwilibraw;

— Ixghel il-miter tal-pressjoni, hallih jistabbilizza, u aggusta ghal Zero;

— Dahbhal il-labra tas-siringa fis-sigill ta’ wiehed mill-fliexken, iftah il-valv sakemm il-miter tal-pressjoni jagra’ Zero u
aghlaq il-valv;

— Irrepeti I-procedura bil-bgjja tal-fliexken;

— Injetta 1 ml arja £35 °C = 2 °C fkull flixkun. Dahhal il-labra (fuq il-miter) mis-sigill ta’ wiched mill-fliexken u
halli 1-qari tal-pressjoni jistabbilizza. Irregistra l-pressjoni, iftah il-valv sakemm il-pressjoni taqra’ zero u mbaghad
aghlaq il-valv;

— Irrepeti I-procedura bil-bgija tal-fliexken;

— TIrrepeti l-procedura totali permezz ta’ 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml, u 50 ml
arja;

— Ipplottja kurva ta’ konverzjoni tal-pressjoni (Pa) mal-volum ta’ gass injettat (ml). Ir-rispons tal-istrument huwa
lineari matul fil-medda 0 Pa sa 70 000 Pa, u 0 ml sa 50 ml ta’ produzzjoni tal-gass.
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Appendiéi 3

Fatturi identifikati li jistghu jwasslu ghal rizultati foloz

() Kwalita tat-tappijiet tal-fliexken

Fis-suq huma disponibbli tipi differenti ta’ septa ghall-fliexken tas-serum; li hafna minnhon, inkluza l-gomma tal-
butil, tongsilhom il-impermeabbilta meta jittaqggbu b’labra fil-kundizzjonijiet ta’ dan it-test. Xi drabi I-pressjoni
tinzel bil-mod hafna, ladarba s-septum jittaggab bil-labra tas-siringa. Huwa rakkomandat l-uzu ta’ septa
impermeabbli ghall-gass biex jigu evitati tnixxijiet (paragrafu 12(b)).

(b) Umdita fil-labra tas-siringa

Kultant takkumula umdita fil-labra tas-siringa u t-tubi, u hija indikata minn qari tal-pressjoni ftit negattiv. Biex
tirrettifika dan, nehhi l-labra u hawwad it-tubi, nixxef b’karta assorbenti u wahhal labra gdid (paragrafi 12(c)
u 35).

(c) Kontaminazzjoni tal-ossigenu

Metodi anaerobici huma soggetti ghal zball minn kontaminazzjoni mill-ossigenu, li tista’ tikkawza produzzjoni
ta’ gass iktar baxxa. Fdan il-metodu, din il-possibbilta ghandha titnaggas bl-uzu ta’ tekni¢i strettament
anaerobici, inkluz l-uzu ta’ kompartiment tal-ingwanti.

(d) Sottostrati grossi fil-hama

Il-produzzjoni ta’ gass anaerobiku u s-sensittivita tal-hama, huma influwenzati minn sottostrati li huma ttrasferiti
mill-inokulu ghall-fliexken tat-test. Il-hama digerita mid-digesturi anaerobi¢i domestici xorta wahda hafna drabi
jkun fiha materja rikonoxxibbli bhal xaghar u residwi tal-pjanti ta’ celluloza, li ghandhom tendenza li jaghmluha
difficli biex jittiechdu kampjuni rapprezentattivi. Billi l-hama tinghadda minn passatur, il-materja grossa li ma
tinhallx tista’ titnehha, u dan izid il-probabbilta ta” kampjunar rapprezentattiv (paragrafu 16).

(€) Sustanzi kimici tat-test volatili

Is-sustanzi kimici tat-test volatili sejrin jigu rilaxxati fl-ispazju fil-wicc tal-fliexken tat-test. Dan jista’ jirrizulta fit-
telf ta’ xi parti mill-materjal tat-test mis-sistema matul l-ivventjar wara l-kejliet tal-pressjoni, u dan jipproduci
b'mod qarrieqi valuri ta” EC,, gholja. B'ghazla xierqa ta’ proporzjon ta’ volum ta’ spazju fil-wic¢ mal-volum
likwidu u billi ma jsirx ivventjar wara li jittichdu l-kejliet tal-pressjoni, l-izball jista’ jitnagqas (10).

(f) Nugqas ta’ linearita tal-produzzjoni tal-gass

Jekk il-plott tal-medja kumulattiva ta’ produzzjoni tal-gass mal-hin ta’ inkubazzjoni ma tkunx bejn wiched u
iehor lineari matul il-perjodu ta’ 48 siegha, l-ezattezza tat-test tista’ titnaqqas. Biex jingheleb dan, huwa
rakkomandabbli li tintuza hama ta’ digestjoni minn sors differenti ufjew li tizdied koncentrazzjoni ikbar tal-
brodu tan-nutrijenti u s-sottostrat tat-test, estratt tal-hmira u glukozju (paragrafu 29).
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Appendici 4

Applikazzjoni ghall-kampjuni ambjentali ta’ koncentrazzjoni tal-bijomassa baxxa — tajn
anaerobiku, naqal, ecc.

INTRODUZZJONI

Al B'mod generali, l-attivita mikrobjali specifika (volum tal-gass prodott ghal kull gramma solidi xotti) ta’ tajn
anaerobiku, naqal, hamriji naturali, ec¢¢, hija ferm iktar baxxa minn dik ta’ hama anaerobika derivata mid-
drenagg. Minhabba dan, meta jridu jitkejlu l-effetti inibitorji tas-sustanzi kimici fuq dawn il-kampjuni ingas
attivi, xi whud mill-kundizzjonijiet sperimentali ghandhom jigu mmodifikati. Ghal dawn il-kampjuni inqas
attivi, hemm zewg pjanijiet ta’ azzjoni generali possibbli:

(a) Wettaq test preliminari mmodifikat (paragrafu 25) bil-kampjun ta’ tajn, hamrija mhux dilwita, ec¢ £35 °C
+ 2 °C jew fit-temperatura fl-istess sit tal-kampjun ta’ gbir, ghal simulazzjoni iktar peciza (bhal fil-Parti 1
tal-ISO 13 641);

(b) Jew wettaq it-test b’hama ta’ digestur dilwita (1 £100) biex tistimula l-attivita baxxa mistennija mill-
kampjun tal-ambjent, izda Zomm it-temperatura £35 °C + 2 °C (bhal fil-Parti 2 tal-ISO 13 641).

A2 Opzjoni (a) tista’ tintlahaq billi jigi segwit il-metodu deskritt hawnhekk (ekwivalenti ghall-Parti 1 tal-ISO
13 641), izda huwa essenzjali i jsir test preliminari (paragrafu 25) biex jigu accertati l-aqwa kundizzonijiet,
sakemm dawn ma jkunux diga maghrufin minn ittestjar precedenti. Il-kampjun ta’ hama jew naqal ghandu
jithawwad sew, ez. fi blender, u, jekk ikun mehtieg, dilwit bi proporzjon zghir ta’ ilma ta’ dilwizzjoni li
tnehhitlu l-arja (paragrafu 14) b’tali mod li jkun mobbli bizzejjed biex jigi ttrasferit minn pipetta b’ponta
hoxna jew cilindru tal-kejl. Jekk jitqies li n-nutrijenti jaf ikunu negsin, il-kampjun tal-hama jista’ jigi
c¢centrifugat (fkundizzjonijiet anaerobic¢i) u sospiz mill-gdid fil-midjum minerali i fih l-estratt tal-hmira
(A.11).

A.3  Opzjoni (b). Dan ragonevolment jimita l-attivita baxxa ta’ kampjuni ambjentali izda jongsu l-koncentrazzjoni
gholja ta’ solidi sospizi li jinsabu fdawn il-kampjuni. Ir-rwol ta’ dawn is-solidi fl-inibizzjoni mhuwiex
maghruf, izda huwa possibbli li r-reazzjoni bejn is-sustanzi kimici tat-test u l-kostitwenti tat-tajn, kif ukoll 1-
adsorbiment tas-sustanzi kimici tat-test fis-solidi, jirrizultaw fi tnaqqgis tat-tossicita tas-sustanza kimika tat-
test.

A4 TIt-temperatura hija fattur importanti iehor: ghal simulazzjoni stretta, ghandhom isiru testijiet fit-temperatura
tas-sit tal-kampjun, peress li gruppi differenti ta’ konsorzji ta’ batterji li jipproducu I-metan huma maghrufa li
joperaw fmeded ta’ temperatura differenti, jigifieri termofili (~ 30-35 °C), mesofili (20-25 °C) u psikrofili
(< 20 °Q), li jistghu jesebixxu mudelli inibitorji differenti.

A.5  Durata. Fit-test generali, Parti 1, permezz ta’ hama mhux dilwita, il-produzzjoni ta’ gass fil-jiem 2-4 dejjem
kienet bizzejjed, filwaqt li fil-Parti 2 bhama dilwita fmitt parti, ma giex prodott bizzejjed gass jew ma gie
prodott ebda gass, fdan il-perjodu fir-ring test. Madsen et al (1996), fid-deskrizzjoni ta’ dan l-ahhar test,
jghidu li tal-inqas ghandhom jithallew 7 ijiem.

Ittestjar b’koncentrazzjoni ta’ bijomassa baxxa (Opzjoni b)

Ghandhom isiru 1-bidliet u l-emendi li gejjin, li jzidu jew inaqqsu xi paragrafi u sottoparagrafi ezistenti tat-
test ewlieni.

A.6  Zid ma’ Paragrafu 6: Principju tat-test;

‘Din it-teknika tista’ tintuza b’hama anaerobika dilwita fmitt parti, parzjalment biex tistimula l-attivita baxxa
tat-tajn u n-naqal. It-temperatura ta’ inkubazzjoni tista’ tkun 35 °C jew dik tas-sit minn fejn ingabar il-
kampjun. Peress i l-attivita batterjali hija ferm iktar baxxa fil-hama mhux dilwita, il-perjodu ta’ inkubazzjoni
ghandu jigi estiz ghal tal-inqas 7 ijiem.’

A.7  Zid ma’ paragrafu 12 (a):

l-inkubatur ghandu jkun kapaci jopera ftemperaturi ta’ 15 °C’
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A.8  Zid reagent zejjed wara |-Paragrafu 13:

‘Acidu fosforiku (H,PO,), 85 % b'massa fl-ilma.’

A9  Zid fi tmiem il-Paragrafu 16:

‘Uza koncentrazzjoni finali ta’ 0,20 £ 0,05 g/l mit-total ta’ solidi xotti fit-test.’

A.10 Paragrafu 17. Sottostrat tat-test

Dan is-sottostrat ma ghandux jintuza, izda huwa sostitwit minn estratt tal-hmira (ara l-paragrafi 17; A.11,
A12, A13).

A1l Huwa mehtieg midjum minerali, inkluzi elementi ta’ frak, ghad-dilwizzjoni ta’ hama anaerobika, u ghal
konvenjenza, is-sottostrat organiku, l-estratt tal-hmira, jizdied ma’ dan il-midjum.

Zid wara Paragrafu 17

‘(@) Midjum minerali tat-test, b’estratt tal-hmira.

Dan huwa ppreparat minn midjum tat-test ikkoncentrat ghal 10 darbiet (paragrafu 17(b); A.12)
b’'soluzzjoni ta’ element tal-frak (paragrafu 17(c); A.13). Uza nonaidrat tas-sulfur tas-sodju li jkun ghadu
kif gie fornit (il-paragrafu 17(b); A.12) jew ahslu u nixxfu qabel l-uzu, biex tizgura li ghandu kapacita ta’
tnaqgis sufficjenti. Jekk it-test jitwettaq minghajr l-uzu ta’ kompartiment tal-ingwanti (paragrafu 12(j)), il-
koncentrazzjoni ta’ sulfur tas-sodju fis-soluzzjoni ewlenija ghandha tizdied ghal 2 g/l (minn 1 g/l).
Sodium sulphide jista’ jizdied ukoll minn soluzzjoni ewlenija xierqa mis-septum tal-fliexken tat-test
maghluqa, peress li din il-procedura sejra tnaqqas ir-riskju ta’ ossidazzjoni, biex tikseb koncentrazzjoni
finali ta’ 0,2 g[l. Inkella jista’ jintuza ¢-¢itrat tat-titanju (Ill) (paragrafu 17(b)). Zidu mis-septum tal-fliexken
tat-test maghluqa biex tikseb koncentrazzjoni ta’ 0,8 mmol/l sa 1,0 mmol/l. I¢-¢itrat tat-titanju (III) huwa
agent riducenti effikaci hafna u b'tossicita baxxa, li jigi ppreparat kif gej: Holl 2,94 g diidrat tac-citrat tat-
trisodju £50 ml ilma tad-dilwizzjoni minghajr ossigenu (paragrafu 14) (li jirrizulta fsoluzzjoni ta’
200 mmolfl) u zid 5 ml ta’ soluzzjoni klorur tat-titanju (I} (lma ta’ dilwizzjoni ta’ 15 g/100 ml)
Innewtralizza ghal pH 7 % 0,5 b’karbonat tas-sodju u ferra’ go flixkun tas-serum xieraq taht fluss ta’ gass
tan-nitrogenu. Il-koncentrazzjoni tac-Citrat tat-titanju (Ill) fdin is-soluzzjoni ewlenija hija ta’ 164 mmol/l.
Uza l-midjum tat-test mill-ewwel jew ahzen f4 °C ghal mhux iktar minn jum.

A.12 (b) Midjum tat-test ikkoncentrat ghal ghaxar darbiet, ippreparat b'dan li gej:

anhydrous potassium dihydrogenphosphate (KH,PO,) 2,7 g
Fosfat tal-idrogenu tad-disodju (Na,HPO,) 44 g
(jew 11,2 g dodekaidrat) 53¢
ammonium chloride (NH,Cl)

klorur tal-kal¢ju diidrat (CaCl, - 2H,0) 0,75 ¢
essaidrat tal-klorur tal-manjezju (MgCl, - 6H,0) 10¢g
tetraidrat (IT) tal-klorur tal-hadid (FeCl, - 4H,0) 02¢g
resazurina (indikatur tar-redox) 0,01g
nonaidrat tas-sulfur tas-sodju (Na,S - 9H,0) 10g

(jew (III) citrat tat-titanju) koncentrazzjoni finali

0,8 mmol/l sa 1,0 mmol/l

soluzzjoni ta’ mikroelement (ara l-paragrafu 17 (c); A.13) 10,0 ml

estratt tal-hmira 100 g

Holl filma tad-dilwizzjoni (paragrafu 14) u imla sa: 1 000 ml
A.13 (¢) Soluzzjoni ta’ mikroelement, ippreparata b’dawn li gejjin:

tetraidrat (IT) tal-klorur tal-hadid (MnCl, - 4H,0) 05¢

acidu orto-boriku (H,BO,) 0,05g
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klorur taz-zingu (ZnCl,) 0,05¢
(I klorur tar-ram (CuCl,) 0,03¢g
diidrat tal-molibdat tas-sodju (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
(IT) essaidrat tal-klorur tal-kobalt (CoCl, - 6H,0) 1,0¢g
(IT) essaidrat tal-klorur tal-nikil (NiCl, - 6H,0) 01g
disodium selenite (Na,SeO,) 0,05¢
Holl filma tad-dilwizzjoni (paragrafu 14) u imla sa: 1 000 ml

Al4

A.l5

A.l6

Al7

Paragrafu 25: Test preliminari

Huwa essenzjali li jsir test preliminari kif deskritt fil-paragrafu 24, hlief li I-koncentrazzjoni ta’ solidi tal-hama
ghandha tkun mitt darba izghar minn ta’ dawk moghtija, li huma 0,1 g/l, 0,2 g/l u 0,4 g/l. Id-durata tal-
inkubazzjoni ghandha tkun tal-inqas ta’ 7 ijiem.

Nota: Fir-ring test (5) il-volum ta’ spazju fil-wic¢ kien ferm oghla fvolum totali ta’ 75 %; dan ghandu jkun fil-
medda rakkomandata ta’ 10 %-40 %. Il-kriterju rilevanti huwa dak li I-volum ta’ gass prodott finibizzjoni ta’
madwar 80 % ghandu jkun jista’ jitkejjel bi precizjoni accettabbli (ez. £ 5 % sa = 10 %).

Paragrafu 26 sa 30: Zieda ta’ sustanza kimika tat-test, inokulu u sottostrat.

[z-zidiet isiru bl-istess mod kif deskritt fdawn il-paragrafi, izda s-soluzzjoni tas-sottostrat (paragrafu 17) tigi
ssostitwita bil-midjum tat-test flimkien ma’ sottostrat ta’ estratt tal-hmira (A.11).

Barra minn hekk, il-koncentrazzjoni finali ta’ solidi ta’ hama xotta titnaqqas minn 2 g/l — 4 g/l sa
0,2 £ 0,05 g/l (A.9). Zewg ezempji ta’ zieda ta’ komponenti mat-tahlita tat-test jinghataw fit-Tabellla A.1, li
tiechu post it-tabella fil-paragrafu 29.

Paragrafu 33: Inkubazzjoni tal-fliexken
Minhabba r-rata iktar baxxa mistennija ta’ produzzjoni tal-gass, l-inkubazzjoni ssir ghal tal-inqas 7 ijiem.
Paragrafu 34: Kejliet tal-pressjoni

L-istess procedura ghall-kejl tal-pressjoni fl-ispazju fil-wic¢ tal-fliexken tintuza kif deskritt fil-paragrafu 34,
jekk ikunu mehtiega l-ammonti fil-fazi gassuza. Jekk ghandhom jitkejlu l-ammonti totali ta’ CO, flimkien ma’
CH,, il-pH tal-fazi likwida jitnaqqas ghal madwar pH 2 bl-injezzjoni ta’ H,PO, fkull flixkun rilevanti u l-kejl
tal-pressjoni wara li jithawwad ghal madwar 30 minuta fit-temperatura tat-test. Madankollu, tista’ tinkiseb
iktar informazzjoni dwar il-kwalita tal-inokulu billi titkejjel il-pressjoni fkull flixkun qabel u wara l-acidifi-
kazzjoni. Perezempju, meta r-rata ta’ produzzjoni ta’ CO, tkun ferm oghla minn dik tal-metan, is-sensittivita
tal-batterji fermentattivi tista’ tinbidel ufjew il-batterji metanogeni¢i huma preferenzjalment affettwati mis-
sustanza kimika tat-test.

Paragrafu 36: kejl tal-pH

Jekk sejjer jintuza H,PO,, ghandhom jigu kkonfigurati xi fliexken Zejda, li maghhom ma ghandu jizdied ebda
H,PO,, spe¢jalment ghall-kejl tal-pH.

REFERENZA:

Madsen, T, Rasmussen, HB; and Nilsson, L (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals. Project No.336, Water Quality Institute, Danish Environment Protection Agency, Copenhagen.
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Tablella A.1.

Ezempiji tal-konfigurazzjoni tat-test ghal-lottijiet tat-test

Kostitwenti tat-Tahlita ta’ Reazzjoni Ezempju 1 Ezempju 2 Ordni I;g&zah taz-
Koncentrazzjoni tal-inokulu ppreparat (g/l) 0,42 2,1 —
Volum tal-inokulu mizjud (ml) 45 9 4
Koncentrazzjoni tal-inokulu fil-fliexken tat-test (g/]) 0,20 0,20 —
Volum tal-midjum tat-test mizjud (ml) 9 9 2
Volum tal-ilma ta’ dilwizzjoni mizjud (ml) 36 72
Koncentrazzjoni tal-estratt tal-hmira fil-fliexken tat-test 9,7 9,7 —
@/

Volum tas-soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat- 3 3 1
test (ml)
Volum totali tal-likwidu (ml) 93 93 —
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Appendici 5
Definizzjonijiet
Ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar, jintuzaw id-definizzjonijiet li gejjin:

Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

Sustanza kimika tal-ittestjar tfisser kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.



1.3.2016 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/155

C.35 TEST TAT-TOSSICITA LUMBRICULUS TAN-NAQAL/ILMA PERMEZZ TA’ NAQAL MIZJUD

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida ta’ ittestjar (TG) 225 tal-OECD (2007). Annimali
endobenti¢i li jieklu n-nagal huma soggetti ghal espozizzjoni potenzjalment gholja ghal sustanzi kimici
mwahhla man-naqal u ghalhekk ghandhom jinghataw attenzjoni preferenzjali, ez. (1), (2), (3). Fost dawn I-
ingesturi tan-naqal, l-oligocaeti akkwati¢i ghandhom rwol importanti fin-naqal tas-sistemi akkwati¢i. Permezz
ta’ bijoturbazzjoni tan-naqal u billi jservu bhala priza, dawn l-annimali jista’ jkollhom influwenza qawwija fuq
il-bijodisponibbilta ta’ dawn is-sustanzi kimici ghal organizmi ohra, ez. hut bentivoruz. Ghall-kuntrarju ta’
organizmi epibentici, l-oligocaeti akkwatici andobentici (ez. Lumbriculus variegatus) ihaffru fin-naqal, u jieklu frak
tan-naqal taht wi¢¢ in-nagal. Dan jizgura espozizzjoni tal-organizmi tat-test ghas-sustanza kimika tat-test
permezz tar-rotot ta’ tehid possibbli kollha (ez. kuntatt ma’, u ingestjoni ta’ frak tan-nagal kontaminat, izda
anki permezz tal-ilma interstizjali u l-ilma tal-madwar).

2. Dan il-metodu ta’ ttestjar jitfassal biex jivvaluta l-effetti ta’ espozizzjoni mtawla tal-oligocaeti endobentici
Lumbriculus variegatus (Miiller) ghal sustanzi kimici asso¢jati man-naqal. Huwa bbazat fuq il-protokolli tat-test
tal-bijoakkumulazzjoni u t-tossicita tan-naqal ezistenti, ez. (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10). Il-metodu huwa
deskritt ghal kundizzjonijiet tat-test stati¢i. Ix-xenarju ta’ espozizzjoni uzat fdan il-metodu ta’ ttestjar huwa z-
zieda tan-naqal mas-sustanza kimika tat-test. L-uzu ta’ nagal mizjud huwa mahsub li jistimula naqal
ikkontaminat b’sustanza kimika tat-test.

3. Is-sustanzi kimici li jehtieg li jigu ttestjati ghal organizmi li jghixu fin-nagal generalment jippersistu fdan il-
kompartiment fuq perjodi ta’ zmien twal. L-organizmi li jghixu fdan in-naqal jistghu jigu esposti permezz ta’
diversi rotot. L-importanza relattiva ta’ kull rotta ta’ espozizzjoni, u l-hin li jittiehed ghal kull wahda minnhom
biex tikkontribwixxi ghall-effetti tossici globali, tiddependi fuq il-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika
kkoncernata u d-destin finali taghha fl-annimal. Ghal sustanzi kimic¢i adsorbenti hafna (ez. b’log K, > 5) jew
ghal sustanzi kimici li jehlu b’'mod kovalenti man-naqal, l-ingestjoni ta’ ikel ikkontaminat jista’ jkun rotta ta’
espozizzjoni sinifikanti. Sabiex ma tigix sottovalutata t-tossi¢ita ta’ tali sustanzi kimici, I-ikel mehtieg ghar-
riproduzzjoni u t-tkabbir tal-organizmi tal-ittestjar jizdied man-naqal qabel l-applikazzjoni tas-sustanza kimika
tat-test (11). Il-metodu ta’ ttestjar deskritt huwa ddettaljat bizzejjed biex ikun jista’ jitwettaq it-test, filwaqt li
jippermetti adattamenti fid-disinn sperimentali skont il-kundizzjonijiet flaboratorji partikolari u d-diversi
karatteristici tas-sustanzi kimici tat-test.

4. Il-metodu ta’ ttestjar ghandu l-ghan li jistabbilixxi l-effetti ta’ sustanza kimika tat-test fuq ir-riproduzzjoni u I-
bijomassa tal-organizmi tat-test. Il-parametri bijologi¢i mkejla huma n-numru totali ta’ dud li baga’ haj u I-
bijomassa (piz xott) fi tmiem l-espozizzjoni. Din id-dejta tigi analizzata permezz ta’ mudell ta’ rigressjoni sabiex
tigi stmata l-koncentrazzjoni li tikkawza effett ta’ x % (ez. EC,,, EC,5, u EC,,), jew permezz ta’ ipotezi statistika
bix tigi ddeterminata 1-Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) u 1-Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat
(LOEC).

5. Kapitolu C.27 ta’ dan l-Anness, ‘Test tat-tossi¢ita kironomid tan-naqal/ilma permezz ta’ naqal mizjud’ (6),
ipprovda hafna dettalji essenzjali u utli ghat-twettiq tal-metodu ta’ ttestjar tat-tossicita tan-naqal ipprezentat.
Ghalhekk, dan id-dokument iservi bhala bazi li permezz tieghu twettqu l-modifiki mehtiega ghat-twettiq tat-
testijiet tat-tossicita tan-nagal b’Lumbriculus variegatus. Dokumenti ohra li ssir referenza ghalihom huma ez. il-
Gwida Standard tal-ASTM ghad-Determinazzjoni tal-Bijoakkumulazzjoni tal-Kontaminanti Assocjati man-Nagal
minn Invertebrati Bentici (3), il-Metodi tal-EPA tal-Istati Uniti ghall-Kejl tat-Tossic¢ita u 1-Bijjoakkumulazzjoni ta’
Kontaminanti Asso¢jati man-Naqal b'Invertebrati tal-llma Helu (7), u -Gwida Standard tal-ASTM ghall-Gbir, il-
Hazna, il-Karatterizzazzjoni, u [-Manipulazzjoni tan-Naqal ghall-Ittestjar Tossikologiku u ghall-ghazla ta’
kampjuni uzati biex jingabru l-invertebrati benti¢i (12). Barra minn hekk, l-esperjenza prattika miksuba matul
ir-ring testing tal-metodu ta’ ttestjar ((13), ir-rapport dwar ir-ring test), u d-dettalji mid-dokumentazzjoni huma
sorsi ewlenin ta’ informazzjoni ghat-tfassil ta’ dan id-dokument.

PREREKWIZIT U INFORMAZZJONI TA’ GWIDA

6. Ghandha tinkiseb informazzjoni dwar is-sustanza kimika tat-test bhal prekawzjonijiet dwar is-sigurta, kundiz-
zjonijiet ta’ hzin xierqa u metodi analitici qabel ma jinbeda l-istudju. F(14) hija pprovduta gwida ghas-sustanzi
kimici tat-test bi proprjetajiet fizikokimici li jaghmluhom difficli biex jitwettaq it-test.
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7. Qabel ma jitwettaq test, ghandha tkun maghrufa l-informazzjoni li gejja dwar is-sustanza kimika tat-test:

— isem komuni, isem tas-sustanza kimika (preferibbilment isem IUPAC), formola strutturali, numru tar-
registru CAS, purita;

— il-pressjoni tal-fwar;
— solubbilta fl-ilma.
8.  L-informazzjoni addizzjonali li gejja hija kkunsidrata utli gabel ma jinbeda t-test:
— koeffi¢jent tal-partizzjoni ottanol-ilma, K ;
— koeffi¢jent ta’ partizzjoni karbonju/ilma organiku, espress bhala K ;
— idrolizi;
— fototrasformazzjoni fl-ilma;
— bijodegradabbilta;
— tensjoni tal-wicc.

9.  Ghandha tinkiseb informazzjoni dwar ¢certi karatteristi¢i tan-naqgal li sejjer jintuza gabel ma jinbeda t-test (7).
Ghal dettalji ara l-paragrafi 22 sa 25.

PRINCIPJU TAT-TEST

10. Dud bi stat fizjologiku simili (sinkronizzat kif deskritt fl-Appendic¢i 5) huwa espost ghal serje ta’ koncentrazz-
jonijiet tossikanti applikati ghall-fazi tan-naqal ta’ sistema tan-naqal/ilma. Bhala midjums ghandhom jintuzaw
naqal artifi¢jali u ilma rikostitwit. Ir-re¢ipjenti tat-test minghajr iz-zieda tas-sustanzi kimici tat-test jservu bhala
kontrolli. Is-sustanza kimika tat-test tizdied man-naqal b’'mod aggregat ghal kull livell ta’ konc¢entrazzjoni sabiex
titnaqqas il-varjabbilta bejn ir-repliki ta’ kull livell ta’ koncentrazzjoni, u l-organizmi tat-test imbaghad jigu
introdotti fir-recipjenti tat-test fejn gew ekwilibrati n-naqal u l-koncentrazzjonijiet tal-ilma (ara l-paragrafu 29).
L-annimali tat-test jigu esposti ghas-sistemi tan-naqalfilma ghal perjodu ta’ 28 jum. Fid-dawl tal-kontenut baxx
ta’ nutrijenti tan-naqal artifi¢jali, in-naqal ghandu jigi emendat b’sors ta’ ikel (ara l-paragrafi 22 sa 23, u I-
Appendici 4) biex jigi zgurat li d-dud jikber u jirriproduci ruhu fkundizzjonijiet ta’ kontroll. B’dan il-mod huwa
zgurat li l-annimali tat-test jigu esposti tul l-ilma u n-naqal kollu kif ukoll mill-ikel taghhom.

11. Il-punt ta’ tmiem ippreferut ta’ dan it-tip ta’ studju huwa EC, (ez. EC,,, EC,;, u EC,,; il-koncentrazzjoni tal-effett,
li taffettwa x % tal-organizmi tat-test) ghar-riproduzzjoni u l-bijomassa, rispettivament, meta mqabbel mal-
kontroll. Madankollu, ta’ min jinnota li fid-dawl tal-incertezza qawwija ta’ EC,_ baxxa (ez. EC,,, EC,;) b'limiti ta’
kunfidenza ta’ 95 % gholjin hafna (ez. (15)) u s-setgha statistika kkalkolata matul l-ittestjar tal-ipotezi, 1-EC,
titqies il-punt ta’ tmiem l-iktar b’'sahhtu. Barra minn hekk, tista’ tigi kkalkolata 1-Koncentrazzjoni Bla Effett
Osservat (NOEC), u 1-Koncentrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat (LOEC) ghall-bijomassa, u r-riproduzzjoni, jekk
id-disinn tat-test u d-dejta jappoggjaw dawn il-kalkoli (ara l-paragrafi 34 sa 38). Il-fini tal-istudju, 1-EC,_ jew id-
derivazzjoni tal-NOEC, sejrin jiddeterminaw id-disinn tat-test.

ITTESTJAR TA’ REFERENZA

12. Il-prestazzjoni tal-organizmi ta’ kontroll hija mistennija li turi b’'mod suffi¢jenti l-kapacita ta’ laboratorju li
jwettaq it-test, u jekk tkun disponibbli dejta storika, ir-repetibbilta tat-test. Barra minn hekk, jistghu jitwettqu
testijiet ta’ referenza tat-tossicita fintervalli regolari permezz ta’ tossikanti ta’ referenza biex tigi vvalutata s-
sensittivita tal-organizmi tat-test. Testijiet tat-tossicita ta’ referenza ta’ 96 siegha fl-ilma biss jistghu juru b'mod
sodisfacenti, is-sensittivita u l-kundizzjoni tal-annimali tat-test (4)(7). Informazzjoni dwar it-tossicita tal-pentak-
lorofenol (PCP) ftestijiet kompluti (espozizzjoni ta’ 28 jum ghal naqal mizjud) hija inkluza fl-Appendici 6, u fir-
rapport dwar ir-ring test tal-Metodu ta’ Ttestjar (13). It-tossicita akuta, fl-ilma biss tal-PCP hija deskritta ez.
f£(16). Din l-informazzjoni tista’ tintuza ghal paragun tas-sensittivita tal-organizmu tat-test ftestijiet ta’ referenza
b’PCP bhala t-tossikant ta’ referenza. Il-klorur tal-potassju (KCl) jew is-sulfat tar-ram (CuSO,) gew rakkomandati
bhala t-tossikanti ta’ referenza b’L. variegatus (4)(7). Slissa, l-istabbiliment ta’ kriterji tal-kwalita abbazi tat-
tossicita tad-dejta ghall-KCI huwa difficli minhabba n-nuqqas ta’ dejta mid-dokumentazzjoni ghal L. variegatus.
Informazzjoni dwar it-tossicita tar-ram ghal L. variegatus tista’ tinstab £(17) sa (21).
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VALIDITA TAT-TEST

13. Ghal test biex ikun validu, ghandhom jigu ssodisfati r-rekwiziti li gejjin:

— Ring test (13) wera li ghal Lumbriculus variegatus, in-numru medju ta’ dud li baqa’ haj ghal kull replikat fil-
kontrolli kellu jizdied b’fattur ta’ mill-inqas 1,8 fi tmiem l-espozizzjoni meta mgabbel man-numru ta’ dud
ghal kull replikat fil-bidu tal-espozizzjoni.

— Il-pH tal-ilma tal-madwar ghandu jkun bejn 6 u 9 matul it-test kollu.

— Il-koncentrazzjoni ta’ ossigenu fl-ilma tal-madwar ma ghandhiex tkun ta’ ingas minn 30 % tal-valur ta’
saturazzjoni tal-arja (ASV) fit-temperatura tat-test matul it-test.

DESKRIZZJONI TAL-METODU TAT-TEST
Sistema tat-test

14. Huma rakkomandati sistemi stati¢i minghajr tigdid tal-ilma tal-madwar. Jekk il-proporzjon ta’ naqal/ilma (ara 1-
paragrafu 15) huwa xieraq, arjazzjoni bil-mod sejra tkun normalment bizzejjed biex izzomm il-kwalita tal-ilma
flivelli accettabbli ghall-organizmi tat-test (ez. jigu massimizzati l-livelli ta’ ossigenu mahlula, tigi minimizzata
l-akkumulazzjoni ta’ prodotti eskritorjali). Sistemi semistatici jew bi fluss kontinwu b'tigdid intermittenti jew
kontinwu tal-ilma tal-madwar ghandhom jintuzaw biss fkazijiet eccezzjonali, peress li t-tigdid regolari tal-ilma
tal-madwar huwa mistenni li jaffettwa l-ekwilibriju tas-sustanza kimika (ez. telfiet tas-sustanza kimika tat-test
mis-sistema tat-test).

Recipjenti u apparat tat-test

15. L-espozizzjoni ghandha ssir fbekkijiet tal-hgieg ta’ ez. 250 ml li ghandhom dijametru ta’ 6 cm. Jistghu jintuzaw
ukoll recipjenti tal-hgieg xierqga ohra, izda dawn ghandhom jiggarantixxu fond xieraq tal-ilma tal-madwar u n-
naqal. Kull recipjent ghandu jircievi saff ta’ madwar 1,5 — 3 cm ta’ naqal formulat. II-proporzjon tal-fond tas-
saff tan-naqal mas-saff tal-ilma tal-madwar ghandu jkun ta’ 1:4. Ir-recipjenti ghandhom ikunu ta’ kapacita
xierqa fkonformita mar-rata ta’ taghbija, jigifieri n-numru ta’ dud tat-test mizjud ma’ kull unita ta’ ppezar tan-
naqal, (ara wkoll il-paragrafu 39).

16. Ir-recipjenti tat-test u apparat iehor li sejrin jigu fkuntatt mas-sustanzi kimici tat-test ghandhom ikunu
maghmula kompletament mill-hgieg jew materjal kimikament inerti iehor. Ghandha tinghata attenzjoni biex
jigi evitat l-uzu ta’ materjali, ghall-partijiet kollha tat-taghmir i jistghu jhollu, jadsorbu s-sustanzi kimici tat-test
jew jiffiltraw sustanzi kimici ohrajn u jkollhom effett avvers fuq l-annimali tat-test. Ghandu jintuza politetraflu-
woroetilen (PTFE), azzar inossidabbli ufjew hgieg ghal kwalunkwe taghmir li jkollu kuntatt mal-midjums tat-
test. Ghal sustanzi kimi¢i organi¢i maghrufa li jadsorbu mal-hgieg, jaf ikun mehtieg hgieg silanizzat. Fdawn is-
sitwazzjonijiet, it-taghmir sejjer ikollu jintrema wara l-uzu.

Specijiet tat-test

17. L-ispeci tal-ittestjiar uzata fdan it-tip ta’ studju hija l-oligocaeta tal-ilma helu Lumbriculus variegatus (Miiller). Din
l-ispeci tiflah ghal firxa wiesgha ta’ tipi ta’ nagal, u tintuza hafna ghat-tossicita tan-naqal u l-ittestjar tal-bijoak-
kumulazzjoni [ez. (3), (5), (7), (9), (13), (15), (16), (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28), (29), (30), (31), (32),
(33), (34), (35)]. Ghandu jigi rrapportat l-origini tal-annimali tat-test, il-konferma tal-identita tal-ispecijiet (ez.
(36)) kif ukoll il-kundizzjonijiet tal-kultura. L-identifikazzjoni tal-ispeci mhijiex mehtiega qabel kull test, jekk I-
organizmi jkunu gejjin minn kultura domestika.

Kulturi tal-organizmi tat-test

18. Sabiex ikun hemm numru suffi¢jenti ta’ dud ghat-twettiq tat-testijiet tat-tossicita tan-nagal, huwa utli i d-dud
jinzamm fkultura tal-laboratorju permanenti. Il-gwida ghall-metodi tal-kulturi tal-laboratorju ghal Lumbriculus
variegatus, u s-sorsi ta’ kulturi li jibdew il-fermentazzjoni jinghataw fl-Appendici 5. Ghal dettalji dwar il-kulturi
ta’ din l-ispeci, ara r-referenzi (3), (7), (27).

19. Biex jigi zgurat li t-testijiet jitwettqu b’annimali tal-istess speci, huwa rakkomandat hafna l-istabbiliment ta’
kulturi tal-ispeci unici. Assigura li I-kulturi u spe¢jalment id-dud uzat fit-testijiet ma ghandhom ebda mard u
anormalitajiet osservabbli.
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20.

21.

22.

23.

24,

Ilma

Huwa rakkomandat ilma rikostitwit skont il-Kapitolu C.1 ta’ dan l-Anness (37) ghall-uzu bhala ilma tal-madwar
fit-testijiet; jista’ jintuza wkoll ghall-kulturi fil-laboratorju tad-dud (ara l-Appendici 2 ghall-preparazzjonijiet).
Jekk ikun mehtieg, jista’ jintuza ilma naturali. L-ilma maghzul ghandu jkun ta’ kwalita li sejjer jippermetti t-
tkabbir u r-riproduzzjoni tal-ispeci tat-test ghal matul il-perjodi ta’” akklimatizzazzjoni u ttestjar minghajr ebda
dehra jew imgiba anormali. Lumbriculus variegatus intwera li jibqa’ haj, jikber, u jirriproduci fdan it-tip ta’ ilma
(30), u hija pprovduta standardizzazzjoni massima tal-kundizzjonijiet tat-test u l-kulturi. Jekk jintuza ilma
rikostitwit, il-kompozizzjoni tieghu ghandha tigi rrapportata, u l-ilma ghandu jigi kkaratterizzat gabel l-uzu tal-
inqas mill-pH, il-kontenut ta’ ossigenu, u l-ebusija (espressi bhala mg CaCO,/l). Analizi tal-ilma ghall-
mikrosustanzi li jniggsu gabel l-uzu jaf tipprovdi informazzjoni utli (ara ez. Appendici 3).

II-pH tal-ilma tal-madwar ghandu jkun fil-medda bejn 6,0 sa 9,0 (ara l-paragrafu 13). Jekk tkun mistennija
zieda fl-izvilupp tal-ammonja, huwa kkunsidrat utli li I-pH jinzamm bejn 6,0 u 8,0. Ghall-ittestjar ta’ ez. acidi
organici dghajfa, huwa rakkomandabbli li 1-pH jigi aggustat bl-ilqugh tal-ilma li ghandu jintuza fit-test, kif
deskritt ez. £(16). L-ebusija totali tal-ilma li ghandu jintuza fit-test ghandha tkun bejn 90 u 300 mg CaCO, ghal
kull litru ghall-ilma naturali. L-Appendici 3 jigbor fil-qosor il-kriterji addizzjonali ghal ilma tad-dilwizzjoni
accettabbli skont il-Linja Gwida tal-OECD Nru. 210 (38).

Nagqal

Peress li naqal naturali mhux ikkontaminat minn dags tal-frak jaf ma jkunx disponibbli matul is-sena kollha, u
organizmi indigeni kif ukoll il-prezenza ta’ mikrosustanzi li jniggsu jistghu jinfluwenzaw it-test, ghandu
preferibbilment jintuza naqal ifformulat (imsejjah ukoll sendiment rikostitwit, artificjali jew sintetiku). L-uzu ta’
naqal formulat inaqqas il-varjabbilta tal-kundizzjonijiet tat-test kif ukoll l-introduzzjoni ta’ fawna indigena. In-
naqgal formulat li gej huwa bbazat fuq in-naqal artifi¢jali skont (6), (39) u (40). Huwa rakkomandat ghall-uzu
fdan it-tip ta’ test ((6), (10), (30), (41), (42), (43)):

(@) 4-5 % (piz xott) ta’ pit ta’ sfanju; huwa importanti li l-pit jintuza fforma ta’ trab, bi grad ta’ dekompo-
zizzjoni: ‘midjum’, mithun irqiq (dags tal-frak < 0,5 mm), u mnixxef biss bl-arja.

(b) 20 £ 1 % (piz xott) tafal tal-kawlina (kontenut ta’ kawlinite preferibbilment ta’ iktar minn 30 %).

(c) 75-76 % (piz xott) ramel kwarzuz (ramel irqiq, dags tal-frak: < 2 mm, izda > 50 % tal-frak ghandu jkun fil-
medda ta’ 50-200 pm).

(d) IIma dejonizzat, 30-50 % tal-piz xott tan-naqal, flimkien mal-komponenti ta’ naqal xott.

(e) Jizdied karbonat tal-kal¢ju ta’ kwalita kimikament pura (CaCO,) sabiex jigi aggustat il-pH tat-tahlita finali
tan-naqal.

(f) T-kontenut ta’ karbonju organiku totali (TOC) tat-tahlita finali ghandu jkun 2 % (£ 0,5 %) tal-piz xott tan-
naqal u ghandu jigi aggustat permezz ta’ ammonti xierga ta’ pit u ramel, skont (a) u (c).

() L-ikel, ez. weraq fforma ta’ trab ta’ Hurrieq (Urtica sp., skont l-istandards farmacewtici, ghall-konsum mill-
bniedem), jew tahlita ta’ weraq fforma ta’ trab ta’ Urtica sp. b'alfacelluloza (1:1), £0,4 — 0,5 % tal-piz xott
tan-naqal, flimkien mal-komponenti tan-naqal xott; ghal dettalji ara I-Appendici 4.

Is-sors tal-pit, it-tafal tal-kawlina, il-materjal tal-ikel, u r-ramel ghandhom ikunu maghrufa. Minbarra l-punt g),
Kapitolu C.27 ta’ dan l-Anness (6) jelenka materjali tal-pjanti alternattivi li ghandhom jintuzaw bhala sors ta’
nutrijenti: weraq deidratati tac-Cawsli (Morus alba), silla bajda (Trifolium repens), spinaci (Spinacia oleracea), jew
haxix tac-cereali.

Is-sors ta’ ikel maghzul ghandu jizdied qabel jew matul iz-zieda tan-naqgal bis-sustanza kimika tat-test. Is-sors ta’
ikel maghzul ghandu jippermetti ghal tal-inqas riproduzzjoni accettabbli fil-kontrolli. Analizi tan-naqal
artifi¢jali jew il-kostitwenti tieghu ghal mikrosustanzi li jniggsu qabel l-uzu, tista’ tipprovdi informazzjoni utli.



1.3.2016 1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/159

Ezempju ghall-preparazzjoni tan-naqal formulat huwa deskritt fl-Appendici 4. It-tahlit ta” kostitwenti xotta
huwa accettabbli wkoll jekk jintwera li wara z-zieda tal-ilma tal-madwar, ma ssehhx separazzjoni tal-kostitwenti
tan-naqal (ez. iz-zamma fil-wic¢ ta’ frak tal-pit), u li l-pit jew in-naqal huwa suffi¢jentement kundizzjonat (ara
wkoll il-paragrafu 25 u l-Appendici 4). In-naqal artificjali ghandu jkun ikkaratterizzat b’tal-ingas mill-origini
tal-kostitwenti, id-distribuzzjoni tad-daqs tal-frak (ir-ramel percentwali, il-hama, u t-tafal), il-kontenut totali tal-
karbonju organiku (TOC), il-kontenut ta’ ilma, u I-pH. Il-kejl tal-potenzjal ta’ redox huwa fakultattiv.

25. Jekk ikun mehtieg, ez. ghal finijiet ta’ ttestjar specifiku, in-naqal naturali minn siti mhux imniggsa jaf iservi
wkoll bhala naqal tat-test ufjew tal-kulturi (3). Madankollu, jekk jintuza naqal naturali, dan ghandu jkun
ikkaratterizzat btal-inqas mill-origini (sit ta’ kollezzjoni), il-pH u l-ammonja tal-ilma interstizjali, il-kontenut ta’
karbonju organiku totali (TOC) u l-kontenut ta’ nitrogenu, id-distribuzzjoni tad-daqgs tal-frak (ramel percentwali,
hama, u tafal) kontenut ta’ ilma percentwali (7), u ma ghandu jkollu ebda kontaminazzjoni u organizmi ohra li
jistghu jikkompetu maghhom, jew jikkaccjaw ghall-organizmi tat-test. 1l-kejl tal-potenzjal ta’ redox u l-kapacita
tal-iskambju katjoniku huwa fakultattiv. Huwa rakkomandat ukoll li, gabel jizdied bis-sustanza kimika tat-test,
in-naqal naturali jkun soggett ghal sebat jjiem fl-istess kundizzjonijiet li jkunu jezistu fit-test sussegwenti. Fi
tmiem dan il-perjodu ta’ kundizzjonament, l-ilma tal-madwar ghandu jitnehha u jintrema.

26. In-naqgal li ghandu jintuza ghandu jkun ta’ kwalita li sejjer jippermetti s-sopravivenza u r-riproduzzjoni tal-
organizmi ta’ kontroll ghad-durata tal-perjodu ta’ espozizzjoni minghajr ma tintwera ebda dehra jew imgiba
anormali. Iz-zewg dud ghandhom ihaffru fin-naqal, u ghandhom jieklu n-naqal. Ir-riproduzzjoni fil-kontrolli
ghandha tal-inqas tkun skont il-kriterju ta’ validita kif deskritt fil-paragrafu 13. Il-prezenza jew in-nuqqas ta’
gerbub tal-ippurgar fuq wic¢ in-naqal, li tindika ingestjoni tan-naqal mid-dud, ghandha tigi rregistrata u tista’
tkun utli ghall-interpretazzjoni tar-rizultati tat-test fir-rigward tal-moghdijiet ta’ espozizzjoni. Informazzjoni
addizzjonali dwar l-ingestjoni tan-naqal tista’ tinkiseb permezz tal-metodi deskritti £(24), (25), (44), u (45), li
jispecifikaw l-ingestjoni tan-naqal jew l-ghazla tal-frak fl-organizmi tat-test.

27. ll-proceduri ta’ manipulazzjoni ghan-nagal naturali qabel l-uzu fil-laboratorju huma deskritti £(3), (7), u (12). II-
preparazzjoni u l-hzin tan-naqal artifi¢jali li huwa rakkomandat li jintuza fit-test ta” Lumbriculus huma deskritti
fl-Appendici 4.

Applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test

28. Is-sustanza kimika tat-test ghandha tizdied man-naqal. Peress li 1-bicca 1-kbira tas-sustanzi kimici tat-test huma
mistennija jkollhom solubbilta baxxa fl-ilma, dawn ghandhom jinhallu fsolvent organiku xieraq ez. acetun, n-
essan, cikloessan) fvolum zghir kemm jista’ jkun sabiex tigi ppreparata s-soluzzjoni ewlenija. Is-soluzzjoni
ewlenija ghandha tithallat mal-istess solvent biex jigu ppreparati s-soluzzjonijiet tat-test. It-tossicita u l-volatilita
tas-solvent, u s-solubbilta tas-sustanza kimika tat-test fis-solvent maghzul ghandhom ikunu I-kriterji ewlenin
ghall-ghalza ta’ agent solubilizzanti xieraq. Ghal kull livell ta’ konc¢entrazzjoni, ghandu jintuza l-istess volum ta’
soluzzjoni korrispondenti. In-naqal ghandu jizdied b'mod aggregat ghal kull livell ta’ koncentrazzjoni sabiex
titnaqqas il-varjabbilta bejn ir-repliki tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test. Kull wahda mis-soluzzjo-
nijiet tat-test imbaghad tithallat ma’ ramel kwarzuz kif deskritt fil-paragrafu 22 (ez. 10 g ta’ ramel kwarzuz
ghal kull recipjent tat-test). Sabiex ir-ramel kwarzuz jixxarrab kompletament, volum ta’ 0,20 — 0,25 ml ghal
kull gramma ta’ ramel instab li huwa suffi¢jenti. Minn hemm ’il quddiem, is-solvent ghandu jigi evaporat sa ma
jinxef. Sabiex jitnaqgsu t-telfiet tas-sustanza kimika tat-test permezz tal-koevaporazzjoni (ez. skont il-pressjoni
tal-fwar tas-sustanza kimika), ir-ramel miksi ghandu jintuza minnufih wara li jitnixxef. Ir-ramel xott jithallat
ma’ ammont xieraq ta’ naqal formulat tal-livell ta’ koncentrazzjoni korrispondenti. L-ammont ta’ ramel
ipprovdut mit-tahlita ta’ ramel u sustanza kimika tat-test ghandu jitqies meta jigi ppreparat in-naqal (jigifieri n-
naqal ghandu ghalhekk jigi ppreparat binqas ramel). Il-vantagg ewlieni ta’ din il-procedura huwa dak li
virtwalment ma jiddahhal ebda solvent fin-nagal (7). Inkella, ez. ghal naqal tal-ghelieqi, is-sustanza kimika tat-
test tista’ tizdied b’porzjon xott u mithun irqiq tan-nagal kif deskritt hawn fuq ghar-ramel kwarzuz, jew billi s-
sustanza kimika tat-test tithallat fin-naqal imxarrab, b'evaporazzjoni sussegwenti ta’ kwalunkwe agent solubi-
lizzanti uzat. Ghandha tinghata attenzjoni biex jigi zgurat li s-sustanza kimika tat-test mizjuda man-naqal tigi
distribwita sew u b'mod uniformi fin-naqal. Jekk ikun mehtieg, jistghu jigu analizzati s-sottokampjuni biex jigu
kkonfermati l-koncentrazzjonijiet fil-mira fin-naqal, u biex jigi ddeterminat il-grad ta’ omogenita. Jaf ikun utli li
jigu analizzati s-sottokampjuni tas-soluzzjonijiet tat-test biex jigu kkonfermati I-koncentrazzjonijiet fil-mira fin-
naqal. Peress li solvent jintuza ghall-kisi tas-sustanza kimika tat-test fuq ir-ramel kawrzuz, ghandu jintuza
kontroll tas-solvent li jigi ppreparat bl-istess ammont ta’ solvent bhan-naqal tat-test. Ghandu jigi rrapportat il-
metodu uzat ghaz-zieda, u r-ragunijiet ghall-ghazla ta’ procedura ta’ zieda specifika minbarra dik deskritta
hawn fuq. II-metodu ta’ Zieda jista’ jigi adattat ghall-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika tat-test, ez.
biex jigi evitat telf minhabba volatilizzazzjoni matul iz-zieda jew l-ekwilibrazzjoni. Gwida addizzjonali dwar il-
proceduri ta’ Zieda tinghata fEnvironment Canada (1995) (46).



L 54/160 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 1.3.2016

29. Ladarba n-naqal mizjud ikun gie ppreparat, distribwit fir-recipjenti tat-test tar-repliki, u mimli bil-ilma tat-test,
huwa rakkomandabbli li tkun tista’ ssir il-partizzjoni tas-sustanza kimika tat-test min-naqal ghall-fazi milwiema
(ez. (3)(7)(9)). Dan preferibbilment ghandu jsir fil-kundizzjonijiet ta’ temperatura u arjazzjoni uzati fit-test. Il-
hin ta’ ekwilibrazzjoni xieraq huwa specifiku ghan-naqal u s-sustanzi kimici, u jista’ jkun fordni ta’ sighat sa
jiem u fkazijiet rari sa diversi gimghat (4-5 gimghat) (ez. (27)(47)). Fdan it-test, ekwilibriju mhuwiex mistenni,
izda huwa rakkomandat perjodu ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 48 siegha sa 7 ijiem. Ghalhekk, il-hin ghad-
degradazzjoni tas-sustanza kimika tat-test sejjer kemm jista’ jkun jitnaqqas. Skont il-fini tal-istudju, ez. meta
jridu jigu imitati kundizzjonijiet ambjentali, in-naqal mizjud jista’ jigi ekwilibrat jew jitqaddem ghal perjodu
itwal.

30. Fi tmiem dan il-perjodu ta’ ekwilibrazzjoni, ghandhom jittichdu kampjuni tal-ingas tal-ilma tal-madwar u n-
naqal aggregat, tal-inqas fl-oghla koncentrazzjonijiet u wahda iktar baxxa, ghall-analizi tal-koncentrazzjoni tas-
sustanza kimika tat-test. Dawn l-analizjiet kwantitattivi tas-sustanza kimika tat-test ghandhom jippermettu 1-
kalkolu tal-bilan¢ tal-massa u espressjoni tar-rizultati abbazi tal-koncentrazzjonijiet imkejla fil-bidu. B'mod
generali, il-kampjun ifixkel jew jeqred is-sistema tal-ilma/nagal. Ghalhekk, generalment mhuwiex possibbli li
jintuzaw l-istess repliki ghall-kampjunar tan-nagal u d-dud. Ghandhom jigu stabbiliti recipjenti ‘analitici’ ta’
dimensjonijiet xierqa, li jigu ttrattati bl-istess mod (inkluz il-prezenza tal-organizmi tat-test) izda li ma
jintuzawx ghal osservazzjonijiet bijologici. Id-dimensjonijiet tar-recipjent ghandhom jintghazlu biex jipprovdu
l-ammont ta’ kampjuni mehtiega mill-metodu analitiku. Dettalji tal-kampjunar huma deskritti fil-paragrafu 53.

TWETTIQ TAT-TEST

Test preliminari

31. Jekk ma tkun disponibbli ebda informazzjoni dwar it-tossicita tas-sustanza kimika tat-test ghal Lumbriculus
variegatus, jaf ikun utli li jitwettaq esperiment preliminari sabiex tigi ddeterminata l-medda ta’ koncentrazz-
jonijiet li ghandhom jigu ttestjati fit-test finali, u biex jittejbu l-kundizzjonijiet tat-test tat-test finali. Ghal dan il-
ghan, tintuza serje ta’ koncentrazzjonijiet distanzjati tas-sustanza kimika tat-test. Id-dud jigi espost ghal kull
koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ghal perjodu (ez. 28 jum bhal fit-test finali) li jippermetti stima tal-
koncentrazzjonijiet tat-test xierqa; mhuma mehtiega ebda repliki. L-imgiba tad-dud, perezempju l-evitar tan-
naqal, li jista’ jigi kkawzat mis-sustanza kimika tat-test ufjew in-naqal, ghandha tigi osservata u rregistrata
matul test preliminari. [l-koncentrazzjonijiet oghla minn 1 000 mg/kg ta’ piz xott tan-nagal ma ghandhomx
jigu ttestjati fit-test preliminari.

Test finali

32. Fit-test finali, ghandhom jintuzaw u jintghazlu tal-ingas hames koncentrazzjonijiet, ez. abbazi tar-rizultat tat-
test preliminari tas-sejba tal-medda (paragrafu 31) u kif deskritt fil-paragrafi 35, 36, 37 u 38.

33. Isir kontroll (ghar-replikazzjoni ara l-paragrafi 36, 37 u 38) li fih il-kostitwenti kollha, hlief is-sustanza kimika
tat-test, flimkien ma’ serje ta’ testijiet. Jekk jintuza xi agent solubilizzanti ghall-applikazzjoni tas-sustanza
kimika tat-test, dan ghandu jkollu effett sinifikanti fuq l-organizmi tat-test kif Zvelat minn kontroll addizzjonali
b’solvent biss.

Disinn tat-test

34. Id-disinn tat-test huwa relatat mal-ghazla tan-numru u l-ispazjar tal-koncentrazzjonijiet tat-test, in-numru ta’
recipjenti fkull koncentrazzjoni u n-numru ta’ dud mizjud fkull recipjent. Id-disinji ghall-istima tal-EC,, ghall-
istima tal-NOEC, u ghat-twettiq ta’ test tal-limitazzjoni huma deskeritti fil-paragrafi 35, 36, 37 u 38.

35. Il-koncentrazzjoni ta' effetti (ez. ECy, EC,5, EC,;) u l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet, li ghalihom l-effett tas-
sustanza kimika ghall-ittestjar hija ta’ interess, ghandhom ikunu ‘bracketed’ bil-koncentrazzjonijiet inkluzi fit-
test. Estrapolazzjoni ferm iktar baxxa mill-inqas koncentrazzjoni li taffettwa l-organizmi tat-test jew iktar mill-
oghla koncentrazzjoni ttestjata ghandha tigi evitata. Jekk — fkazijiet eccezzjonali — issir estrapolazzjoni bhal
din, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha fir-rapport.
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36. Jekk ghandha tigi stmata 1-EC,, ghandhom jigu ttestjati tal-inqas hames koncentrazzjonijiet u minimu ta’ tliet
repliki ghal kull koncentrazzjoni; sitt repliki huma rakkomandati ghall-kontroll jew — jekk jintuza — il-
kontroll tas-solvent sabiex tittejjeb l-istima tal-varjabbilta tal-kontroll. Xorta wahda huwa rakkomandat li
jintuzaw koncentrazzjonijiet tat-test sufficjenti biex ikun hemm stima tal-mudell tajba. I-fattur bejn il-
koncentrazzjonijiet ma ghandux ikun iktar minn tnejn (tista’ ssir ecCezzjoni fkazijiet meta l-kurva koncen-
trazzjoni rispons ghandha gradjent baxx). In-numru ta’ repliki fkull trattament jista’ jitnaqqas jekk jizdied in-
numru ta’ koncentrazzjonijiet tat-test brisponsi fil-medda ta’ 5 — 95 %. Iz-zieda fin-numru ta’ repliki jew it-
tnaqgis fid-dags tal-intervalli tal-koncentrazzjonijiet tat-test ghandhom it-tendenza li jwasslu ghal intervalli ta’
kunfidenza igsar ghat-test.

37. Jekk ghandhom jigu stmati l-valuri LOEC/NOEC, ghandhom jintuzaw tal-inqas hames koncentrazzjonijiet tat-
test b’tal-inqas erba’ repliki (huma rakkomandati sitt repliki ghall-kontroll jew — jekk jintuza — il-kontroll tas-
solvent sabiex tittejjeb l-istima tal-varjabbilta ta’ kontroll), u I-fattur bejn il-koncentrazzjonijiet ma ghandux
ikun ikbar minn tnejn. FAppendici 6 tinghata xi informazzjoni dwar is-setgha statistika misjuba matul I-
ittestjar tal-ipotezi fir-ring test tal-metodu ta’ ttestjar.

38. Jista' jitwettaq test tal-limitu (permezz ta’ koncentrazzjoni tat-test wahda u l-kontrolli), jekk ma jkunu
mistennija ebda effetti sa 1 000 mg/kg ta’ piz xott tan-naqal (ez. minn test preliminari tas-sejba tal-medda), jew
jekk l-ittestjar fkoncentrazzjoni wahda sejjer ikun adegwat biex jikkonferma valur ta’ interess tal-NOEC. Fdan
l-ahhar kaz, ghandu jigi inkluz ragunament iddettaljat ghall-ghazla tal-koncentrazzjoni tal-limitu fir-rapport tat-
test. Il-fini tat-test tal-limitu huwa li jitwettaq test fkoncentrazzjoni suffi¢cjentement gholja biex dawk li jiehdu
d-decizjonijiet ikunu jistghu jeskludu Il-effetti tossi¢i possibbli tas-sustanza kimika, u l-limitu huwa stabbilit
fkoncentrazzjoni li mhijiex mistennija li tidher fxi sitwazzjoni. Huwa rakkomandat 1 000 mg/kg (piz xott).
Generalment, tal-inqas huma mehtiega sitt repliki kemm ghat-trattament kif ukoll il-kontrolli. FAppendici 6
tinghata xi informazzjoni dwar is-setgha statistika misjuba matul l-ittestjar tal-ipotezi fir-ring test tal-metodu ta’
ttestjar.

Kundizzjonijiet ta’ espozizzjoni
Organizmi tat-test

39. It-test jitwettaq btal-inqas 10 dud ghal kull replikat uzat ghad-determinazzjoni tal-parametri bijologici. Dan in-
numru ta’ dud jikkorrispondi ghal madwar 50 — 100 mg ta’ bijomassa mxarrba. Jekk wiehed jassumi
kontenut xott ta’ 17,1 % (48), dan jirrizulta fmadwar 9 — 17 mg ta’ bijomassa xotta ghal kull recipjent. U.S.
EPA (2000 (7)) trakkomanda li tintuza rata ta’ taghbija li ma taqbizx 1: 50 (bijomassa xotta: TOC). Ghan-naqal
formulat deskritt fil-paragrafu 22, dan jikkorrispondi ghal madwar 43 g ta’ naqal (piz xott) ghal kull 10 dud
fkontenut ta’ TOC ta’ 2,0 % ta’ naqal xott. Fkazijiet fejn jintuzaw iktar minn 10 dud ghal kull recipjent, 1-
ammont ta’ naqal u ilma tal-madwar ghandu jigi aggustat kif xieraq.

40. Id-dud uzat ftest ghandu jorigina kollu mill-istess sors, u ghandu jkun annimal fi stat psikologiku simili (ara I-
Appendici 5). Ghandu jintghazel dud ta’ daqgs simili (ara l-paragrafu 39). Huwa rakkomandat li sottokampjun
tal-lott jew l-istokk tad-dud jintizen qabel it-test sabiex jigi stmat il-piz medju.

41. Id-dud li ghandu jintuza fit-test jitnehha mill-kultura (ara I-Appendici 5 ghal dettalji). Annimali (adulti) kbar li
ma juru ebda sinjali ta’ frammentazzjoni ricenti jigu ttrasferiti lejn dixxijiet tal-hgieg (ez. dixxijiet petri) li fihom
ilma nadif. Dawn jigu sinkronizzati sussegwentement kif deskritt fl-Appendici 5. Wara rigenerazzjoni ghal
perjodu ta’ 10 sa 14-il jum, ghat-test ghandu jintuza dud komplet intatt b’daqs simili, li jkun attivament
qgieghed jghum jew jitkaxkar wara stimulu mekkaniku bil-mod. Jekk il-kundizzjonijiet tat-test huma differenti
mill-kundizzjonijiet tal-kultura (ez. fit-temperatura, ir-regim ta’ dawl, u l-ilma tal-madwar), fazi ta’ akklimazzjoni
ta’ ez. 24 siegha ftemperatura, regim tad-dawl, u permezz tal-istess ilma tal-madwar bhal fit-test ghandha tkun
sufficjenti biex id-dud jigi adattat ghall-kundizzjonijiet tat-test. L-oligochaetes adattati ghandhom jigu allokati
b'mod kazwali ghar-recipjenti tat-test.

Taghlif

42. Peress li l-ikel jizdied man-nagal qabel (jew matul) l-applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test, id-dud ma jergax
jinghalef matul it-test.
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Dawl u temperatura

43. Il-fotoperjodu fil-kultura u t-test, generalment huwa ta’ 16-il siegha (3), (7). L-intensita tad-dawl ghandha
tinzamm baxxa (ez. 100-500 Ix) biex jigu imitati kundizzjonijiet naturali fwi¢¢ in-naqal, u titkejjel tal-inqas
darba matul il-perjodu ta’ espozizzjoni. It-temperatura ghandha tkun ta’ 20 °C £ 2 °C matul it-test kollu. Fdata
ta’ kejl wahda partikolari, id-differenza tat-temperatura bejn ir-recipjenti tat-test ma ghandhiex tkun iktar minn
t 1 °C. Irrecipjenti tat-test ghandhom jitqieghdu fl-inkubatur tal-ittestjar jew l-erja tal-ittestjar b’'mod
randomizzat, ez. sabiex titnaqqgas l-imparzjalita tar-riproduzzjoni minhabba I-post tar-re¢ipjent.

Arjazzjoni

44. L-ilma tal-madwar tar-recipjenti tat-test ghandu jigi arjat bil-mod (ez. 2 — 4 buzzieqa fis-sekonda) permezz ta’
pasteur pipette li titqieghed madwar 2 cm il fug minn wic¢ in-nagal biex b’hekk titnaqqas il-perturbazzjoni
tan-naqal. Wiehed ghandu joqghod attent li I-koncentrazzjoni ta’ ossigenu mahlul ma tagax taht it-30 % tal-
valur ta’ saturazzjoni tal-arja (ASV). Il-provvista tal-arja ghandha tigi kkontrollata u — jekk ikun mehtieg —
aggustata tal-inqas darba kuljum fil-jiem tax-xoghol.

Kejliet tal-kwalita tal-ilma

45. Il-parametri tal-kwalita tal-ilma li gejjin ghandhom jitkejlu fl-ilma tal-madwar:

Temperatura: tal-inqas recipjent tat-test wiehed ta’ kull livell ta’ koncentrazzjoni u recipjent tat-
test wiehed tal-kontrolli darba fil-gimgha u fil-bidu u t-tmiem tal-perjodu ta’ espo-
zizzjoni; jekk ikun possibbli, it-temperatura fil-midjum tal-madwar (l-arja tal-amb-
jent jew banjumarija) tista’ tigi rregistrata ez. fintervalli ta’ siegha;

Kontenut ta’ ossigenu dis- | tal-inqas frecipjent tat-test wiehed ta’ kull livell ta’ koncentrazzjoni u recipjent
solt: tat-test wiehed tal-kontrolli darba fil-gimgha u fil-bidu u t-tmiem tal-perjodu ta’
espozizzjoni; espress bhala mg/l u % ASV (valur ta’ saturazzjoni tal-arja);

Provvista tal-arja: ghandha tigi kkontrollata tal-inqas darba kuljum fil-jiem tax-xoghol u — jekk
ikun mehtieg — aggustata;

pH: tal-inqas frecipjent tat-test wiched ta’ kull livell ta’ koncentrazzjoni u recipjent
tat-test wiehed tal-kontroll darba fil-gimgha u fil-bidu u t-tmiem tal-perjodu ta’ es-
pozizzjoni;

Ebusija totali tal-ilma: tal-inqas replikat wiehed tal-kontrolli u recipjent tat-test wiehed bl-oghla koncen-
trazzjoni fil-bidu u t-tmiem tal-perjodu ta’ espozizzjoni; espressa bhala mg|l
CaCO;;

Kontenut totali ta’ ammo- | tal-inqas replikat wiehed tal-kontrolli u frecipjent tat-test wiehed ta’ kull livell ta’
nijaka: koncentrazzjoni fil-bidu tal-perjodu ta’ espozizzjoni, u sussegwentement 3 darbiet
fil-gimgha; espress bhala mg/l NH,* jew NH, jew ammonijaka-N totali.

Jekk il-kejl tal-parametri tal-ilma jehtieg it-tnehhija ta” kampjuni sinifikanti ta’ ilma mir-recipjenti, jaf ikun
rakkomandabbli li jigu stabbiliti recipjenti separati ghall-kejliet tal-kwalita tal-ilma sabiex ma jinbidilx il-
proporzjon ta’ volum ta’ ilmajnagal.

Osservazzjonijiet bijologici

46. Matul l-espozizzjoni, ir-recipjenti tat-test ghandhom jigu osservati sabiex tigi vvalutata vizwalment kwalunkwe
differenza fid-dud (ez. l-evitar tan-naqal, gerbub tal-ippurgar vizibbli fuq wi¢¢ in-naqal) meta mqabbel mal-
kontrolli. L-osservazzjonijiet ghandhom jigu rregistrati.
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47. Fi tmiem it-test, kull replikat jigi ezaminat (recipjenti addizzjonali ddisinjati ghall-analizijiet tas-sustanzi kimici
jistghu jigu eskluzi mill-ezaminazzjoni). Ghandu jintuza metodu xieraq biex jigi rkuprat id-dud kollu mir-
recipjent tat-test. Ghandha tinghata attenzjoni li d-dud kollu jigi rkuprat minghajr ma jwegga’. Metodu
possibbli partikolari huwa li d-dud jinghadda permezz ta’ passatur min-nagal. Tista’ tintuza xibka tal-azzar
inossidabbli b’daqs xieraq tax-xibka. Il-parti l-kbira tal-ilma tal-madwar jitferra’ b’attenzjoni, u n-naqal li jifdal u
l-ilma jigi agitat biex jirrizulta fsospensjoni maghquda, li jista’ jinghadda mill-passatur. Permezz ta’ xibka ta’
500 pm, il-parti 1-kbira tal-frak tan-naqal sejjer jghaddi mill-passatur malajr; madankollu, l-gharbil ghandu jsir
malajr, sabiex id-dud ma jkunx jista’ jitkaxkar fix-xibka jew minn go fiha. Permezz ta’ xibka ta’ 250 pm, id-dud
mhux sejjer ikun jista’ jixkaxkar fix-xibka jew minn go fiha; madankollu, ghandha tinghata attenzjoni biex
kemm jista’ jkun ftit frak tan-naqal jinzamm fuq ix-xibka. Is-sospensjoni maghquda li tinghadda minn passatur
ta’ kull recipjent tar-replikat tista’ tinghadda mill-passatur ghal darb’ohra sabiex jigi zgurat l-irkupru tad-dud
kollu. Metodu alternattiv jista’ jkun it-tishin tan-nagal billi r-recipjenti tat-test jitgieghdu fbanjumarija
£50 — 60 °C; id-dud sejjer jitlaq min-naqal u jista’ jingabar minn wi¢¢ in-naqal permezz ta’ pipetta b’fetha
wiesgha illostrata bin-nar. Metodu alternattiv iehor jista’ jkun li tigi prodotta sospensjoni maghquda tan-naqal u
din titferra’ fdixx baxx ta’ dags xieraq. Mis-saff baxx ta’ sospensjoni maghquda, id-dud jista’ jingabar permezz
ta’ labra tal-azzar jew pinzetta tal-arloggiera (li ghandha tintuza bhala furketta iktar milli pinzetti biex tigi
evitata hsara fid-dud) u jigu ttrasferiti lejn ilma nadif. Wara li d-dud jigi sseparat mis-sospensjoni maghquda
tan-nagal, dan jitlahlah fil-midjum tat-test u jinghadd.

48. Indipendentement mill-metodu uzat, il-laboratorji ghandhom juru li I-persunal taghhom jista’ jirkupra medja ta’
mill-inqas 90 % tal-organizmi min-nagal kollu. Perezempju, numru partikolari ta’ organizmi tat-test jista’
jizdied man-nagal ta’ kontroll jew in-naqal tat-test, u l-ikupru jista’ jigi ddeterminat wara siegha (7).

49. In-numru totali ta’ individwi hajjin u mejtin ghal kull replikat ghandu jigi rregistrat u vvalutat. Il-gruppi li gejjin
ta’ dud huma kkunsidrati mejtin:

a) ma jkun hemm ebda reazzjoni wara stimulu mekkaniku bil-mod

b) ikun hemm sinjali ta’ dekompozizzjoni (flimkien ma’ ‘@)

) ghadd ta’ dud nieqes

Barra minn hekk, id-dud haj jista’ jigi assenjat ghal wiehed minn tliet gruppi:
a) dud shih kbir (adult) minghajr partijiet tal-gisem rigenerati

b) dud shih b’partijiet tal-gisem rigenerati, b’kulur iktar car (jigifieri, b’parti ta’ wara gdida, b'parti ta’ quddiem
¢dida, jew biz-zewg partijiet godda)

¢) dud mhux shih (jigifieri, dud frammentat recentement b’partijiet tal-gisem mhux rigenerati)

Dawn l-osservazzjonijiet addizzjonali mhumiex obbligatorji, izda jistghu jintuzaw ghall-interpretazzjoni tar-
rizultati bijologici (perezempju, numru ikbar ta’ dud assenjat lill-grupp ¢ jista’ jindika dewmien fir-riproduzzjoni
jew ir-rigenerazzjoni fi trattament partikolari). Barra minn hekk, jekk tigi osservata kwalunkwe differenza fid-
dehra (ez. feriti tal-qoxra, partijiet tal-gisem edematuzi) bejn id-dud ittrattat u dak tal-kontroll, dawn ghandhom
jigu rregistrati.

50. Ezattament wara l-ghadd/valutazzjoni, id-dud haj misjub fkull replikat jigi ttrasferit fdixxijiet ta’ uzin mnixxfa,
imwiezna minn qabel u ttikkettati (wieched ghal kull replikat), u maqtula permezz ta’ qatra ta’ etanol ghal kull
dixx ta’ uzin. Id-dixxijiet ta’ uzin jitqieghdu fforn tat-tnixxif ftemperatura ta’ 100 = 5 °C biex jinxfu matul il-
lejl, 1i jintiznu wara li jitberrdu fdessikatur, (preferibbilment fi grammi, tal-inqas b’4 numri wara l-punt
decimali).

51. Minbarra l-piz xott totali, il-piz xott minghajr irmied jista’ jigi ddeterminat kif deskritt £(49) sabiex jitgiesu 1-
komponenti inorganici li joriginaw minn naqal ingestit misjuba fil-passagg alimentari tad-dud.

52. Il-bijomassa hija ddeterminata bhala l-bijjomassa totali ghal kull replikat i jinkludi dud adult u ta’ eta zghira. Id-
dud mejjet ma ghandux jitqies ghad-determinazzjoni tal-bijomassa ghal kull replikat.
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Verifika tal-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test
Kampjunar

53. Ghandhom jittiehdu tal-ingas kampjuni ghall-analizi kimika tas-sustanza kimika tat-test tal-oghla koncen-
trazzjoni u wahda iktar baxxa, tal-inqas fi tmiem il-fazi ta’ ekwilibrazzjoni (qabel iz-zieda tal-organizmi tat-test),
u tal-inqas fi tmiem it-test. Tal-inqas in-naqgal aggregat u l-ilma tal-madwar ghandhom jigu kkampjunati ghall-
analizi. Ghandhom jittiehdu tal-inqas zewg kampjuni ghal kull matri¢i u trattament fkull data tal-kampjunar.
Wiehed mill-kampjuni tad-duplikati jista’ jinhazen bhala rizerva (li ghandha tigi analizzata ez. fkaz li l-analizi
inizjali ma tagax fil-medda + 20 % mill-koncentrazzjoni nominali). Fkaz ta’ proprjetajiet kimici specifici, ez.
jekk tkun mistennija degradazzjoni rapida tas-sustanza kimika tat-test, l-iskeda analitika tista’ tigi rfinata (ez.
kampjunar iktar frekwenti, analizi ta" iktar livelli ta’ koncentrazzjoni) abbazi ta’ gudizzju espert. Imbaghad
jistghu jittiehdu kampjuni fdati ta’ kampjunar intermedji (ez. fis-seba’ jum wara l-bidu tal-espozizzjoni).

54. L-ilma sovrastanti ghandu jigi kkampjunat b’dekantazzjoni jew billi l-ilma tal-madwar jinghadda battenzjoni
f'sifun biex b’hekk titnaqqas il-perturbazzjoni tan-naqal. Il-volum tal-kampjuni ghandu jigi rregistrat.

55. Wara li l-ilma sovrastanti jkun tnehha, in-naqal ghandu jigi omogenizzat u ttrasferit lejn kontenitur xieraq. Il-
piz tal-kampjun tan-naqal imxarrab jigi rregistrat.

56. Jekk tkun mehtiega wkoll analizi tas-sustanza kimika tat-test fl-ilma interstizjali, il-kampjuni tan-naqal
omogenizzati u ppezati ghandhom jigu centrifugati biex jinkiseb l-ilma interstizjali. Perezempju, madwar
200 ml min-naqal imxarrab jista’ jimtela fbekkijiet tac-centrifugazzjoni ta’ 250 ml. Minn hemm ’il quddiem, il-
kampjuni ghandhom jigu ccentrifugati minghajr filtrazzjoni biex jigi izolat l-ilma interstizjali, ez. £10 000
t 600 x g ghal 30 — 60 min ftemperatura li ma tagbizx it-temperatura uzata fit-test. Wara ¢-centrifugazzjoni,
is-supernatant jitferra’ jew jisseffed, filwaqt li tinghata attenzjoni biex ma jigi introdott ebda frak tan-nagal, u I-
volum jigi rregistrat. Il-piz tal-gerbub tan-naqal li jifdal jigi rregistrat. Dan jista’ jiffacilita l-istima tal-bilan¢ tal-
massa jew l-irkupru ta-sustanza kimika tat-test fis-sistema tal-ilma/naqal, jekk il-piz xott tan-naqal jigi
ddeterminat fkull data ta’ kampjunar. Fxi kazijiet, jaf ma jkunx possibbli li jigu analizzati l-koncentrazzjonijiet
fl-ilma interstizjali peress li I-kampjun tad-daqs ikun zghir wisq.

57. Jekk ma ssirx analizi minnufih, il-kampjuni kollha ghandhom jinhaznu b’'metodu xieraq, ez. fil-kundizzjonijiet
ta’ hzin rakkomandati ghal degradazzjoni minima tas-sustanza kimika tat-test partikolari (ez. kampjuni
ambjentali generalment jinhaznu f— 18 °C fid-dlam). Ikseb informazzjoni dwar il-kundizzjonijiet ta’ hzin xierqa
ghas-sustanza kimika tat-test partikolari — perezempju d-durata u t-temperatura tal-hzin, il-proceduri ta’
estrazzjoni, e¢¢. — qabel ma tibda l-istudju.

Metodu analitiku

58. Peress li I-procedura shiha hija essenzjalment irregolata mill-ezattezza, il-precizjoni u s-sensittivita tal-metodu
analitiku uzat ghas-sustanza kimika tat-test, iccekkja b’'mod sperimentali li l-precizjoni u r-riproducibbilta tal-
analizi kimika, kif ukoll l-irkupru tas-sustanza kimika tat-test minn kampjuni tal-ilma u tan-nagal huma
sodisfacenti ghall-metodu partikolari tal-inqas fl-oghla u l-inqas koncentrazzjonijiet tat-test. Barra minn hekk,
iccekkja li s-sustanza kimika tal-ittesjtar mhijiex identifikabbli fil-kompartimenti ta’ kontroll fkoncentrazzjo-
nijiet oghla mil-limitu ta’ kwantifikazzjoni. Jekk ikun mehtieg, ikkoregi l-koncentrazzjonijiet nominali ghall-
irkupri taz-zidiet ta’ kontroll tal-kwalita (ez. fejn l-irkupru ma jagax taht 80 — 120 % tal-ammont mizjud).
Immaniggja l-kampjuni kollha matul it-test b’tali mod li titnaqqas il-kontaminazzjoni u t-telf (ez. li jirrizultaw
mill-adsorbiment tas-sustanza kimika tat-test fl-apparat tal-kampjunar).

59. Ghandhom jigu rregistrati u rrapportati l-irkupru tas-sustanza kimika tat-test, il-limitu tal-kwantifikazzjoni, u I-
limitu ta’ detezzjoni fin-naqal u l-ilma.

DEJTA U RAPPORTAR
Trattament tar-rizultati

60. Il-varjabbli ta’ rispons obbligatorji ewlenin tat-test li ghandhom jigu evalwati statistikament huma l-bijomassa u
n-numru totali ta’ dud ghal kull replikat. B'mod fakultattiv, jistghu jigu evalwati wkoll ir-riproduzzjoni (bhala
zieda fin-numru ta’ dud) u t-tkabbir (bhala Zieda fil-bijomassa xotta). Fdan il-kaz, ghandha tinkiseb stima tal-
piz xott tad-dud fil-bidu tal-espozizzjoni ez. bil-kejl tal-piz xott ta’ sottokampjun rapprezentattiv tal-lott tad-
dud sinkronizzat li ghandu jintuza ghat-test.
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61. Ghalkemm il-mortalitd mhijiex punt ta’ tmiem ta’ dan it-test, il-mortalitajiet ghandhom jigu evalwati kemm
jista’ jkun. Sabiex jigu stmati l-mortalitajiet, in-numru ta’ dud li ma jkollhomx reazzjoni ghal stimulu
mekkaniku bil-mod jew urew sinjali ta’ dekompozizzjoni, u d-dud nieqes ghandhom jigu kkunsidrati mejta. Il-
mortalijiet ghandhom tal-inqas jigu rregistrati u kkunsidrati meta jigu interpretati r-rizultati tat-test.

62. Il-koncentrazzjonijiet tal-effett ghandhom jigu espressi bhala mg/kg ta’ piz xott tan-naqal. Jekk l-irkupru tas-
sustanza kimika tat-test imkejla fin-naqal, jew fin-naqal u l-ilma tal-madwar fil-bidu tal-espozizzjoni, huwa bejn
80 % u 120 % tal-koncentrazzjonijiet nominali, il-koncentrazzjonijiet tal-effett (EC,, NOEC, LOEC) jistghu jigu
espressi abbazi ta’ koncentrazzjonijiet nominali. Jekk l-irkupru jiddevja mill-kon¢entrazzjonijiet nominali b’iktar
minn + 20 % tal-koncentrazzjonijiet nominali, il-koncentrazzjonijiet tal-effett (EC,, NOEC, LOEC) ghandhom
ikunu bbazati fuq il-koncentrazzjonijiet imkejla fil-bidu tal-espozizzjoni, ez. billi jitgies il-bilan¢ tal-massa tas-
sustanza kimika tat-test fis-sistema tat-test (ara l-paragrafu 30). Fdawn il-kazijiet, tista’ tinkiseb informazzjoni
addizzjonali mill-analizi tas-soluzzjonijiet ewlenin u/jew tal-applikazzjoni sabiex jigi kkonfermat li n-naqal tat-
test kien ippreparat sew.

EC,

63. Valuri EC g ghall-parametri deskritti fil-paragrafu 60 huma kkalkolati permezz ta’ metodi statistici xierqa (ez.
analizi probit, funzjoni logistika jew Weibull, metodu Spearman-Karber trimmjat jew interpolazzjoni semplici).
F(15) u (50) tinghata gwida dwar l-evalwazzjoni statistika. EC_ tinkiseb billi jiddahhal valur korrispondenti ghal
x % tal-medja ta’ kontroll fl-ekwazzjoni misjuba. Biex tigi kkalkolata I-EC;, jew kwalunkwe EC,, il-medji ghal

kull trattament ( X ) ghandhom ikunu soggetti ghal analizi tar-rigressjoni.

NOEC/LOEC

64. Jekk analizi statistika hija mahsuba biex tiddetermina I-NOEC/LOEC, hija mehtiega statistika ghal kull recipjent
(recipjenti individwali jitqiesu repliki). Ghandhom jintuzaw metodi statisti¢ci xierqa. B'mod generali, l-effetti
avversi tal-oggett tat-test meta mqabbel mal-kontroll huma investigati permezz ta’ ttestjar tal-ipotezijiet (izghar)
bi tmiem wiehed fp < 0,05. Ezempji jinghataw fil-paragrafi li gejjin. F(15) u (50) tinghata gwida dwar is-
selezzjoni ta’ metodi statistici xierqa.

65. Id-distribuzzjoni normali tad-dejta tista’ tigi ttestjata ez. bit-test tat-tjubija tal-adattament ta’ Kolmogorov-
Smirnov, it-test tal-Proporzjon ta’ devjazzjoni tal-medda mill-istandard (test Rfs) jew it-test Shapiro-Wilk
(b’zewg nahat, p < 0,05). Biex tigi ttestjata l-varjanza tal-omogenita jistghu jintuzaw it-test ta’ Cochran, it-test
ta’ Levene jew it-test ta’ Bartlett, (b'’zewg nahat, (p < 0,05). Jekk il-prerekwiziti tal-proceduri tal-ittestjar
parametrici (in-normalita, l-omogenita tal-varjanza) jigu ssodisfati, tista’ titwettaq Analizi tal-Varjanza (ANOVA)
b'Direzzjoni wahda u testijiet ta’ tqabbil b'diversi paraguni sussegwenti. Paraguni fkoppji (ez. test-t ta’ Dunnett)
jew testijiet tat-tendenza rigressiva (ez. test ta’ Williams) jistghu jintuzaw biex jigi kkalkolat jekk hemmx
differenzi sinifikanti (p < 0,05) bejn il-kontrolli u d-diversi koncentrazzjonijiet tal-punti tat-test. Inkella,
ghandhom jintuzaw metodi mhux parametrici (ez. it-test-U ta’ Bonferroni skont it-test ta’ tendenza ta’ Holm
jew Jonckheere-Terpstra) biex jigu ddeterminati -NOEC u I-LOEC.

Test tal-limitu

66. Jekk isir test tal-limitu (tqabbil tal-kontroll u kura wahda biss) u jigu ssodisfati I-prerekwiziti tal-proceduri tal-
ittestjar parametriku (in-normalita, l-omogenita), ir-risponsi metri¢i (numru totali ta’ dud, u l-bijjomassa bhala
piz xott tad-dud) jistghu jigu evalwati mit-Test tal-istudenti (test-t). Jista’ jintuza t-test-t tal-varjanza mhux
ugwali (test-t ta’ Welch) jew test mhux parametriku, bhat-test-U ta’ Mann-Whitney, jekk dawn ir-rekwiziti ma
jigux issodisfati. FI-Appendici 6 tinghata xi informazzjoni dwar is-setgha statistika misjuba matul l-ittestjar tal-
ipotezi fir-ring test tal-metodu.

67. Biex jigu ddeterminati differenzi sinifikanti bejn il-kontrolli (kontroll u kontroll tas-solvent), ir-repliki ta’ kull
kontroll jistghu jigu ttestjati kif deskritt ghat-test tal-limitu. Jekk dawn it-testijiet ma jidentifikawx differenzi
sinifikanti, ir-repliki tal-kontroll u tal-kontrolli tas-solventi kollha jistghu jigu raggruppati. Inkella t-trattamenti
kollha ghandhom jitqabblu mal-kontroll tas-solvent.
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Interpretazzjoni tar-rizultati

68. Irrizultati ghandhom jigu interpretati battenzjoni, jekk kien hemm devjazzjonijiet minn dan il-metodu ta’
ttestjar, u fejn jistghu jsehhu koncentrazzjonijiet imkejla tal-koncentrazzjonijiet tat-test flivelli qrib il-limitu ta’
detezzjoni tal-metodu analitiku uzat. Kwalunkwe devjazzjoni minn dan il-metodu ta’ ttestjar ghandha tigi
nnotata.
Rapport tat-test

69. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi tal-inqas l-informazzjoni li gejja:

— Sustanza kimika tat-test:

— dejta tal-identifikazzjoni tas-sustanza kimika (isem komuni, isem kimiku, formula strutturali, numru
CAS, ecc.) inkluzi I-purita u l-metodu analitiku ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test; sors
tas-sustanza kimika tat-test, identita u koncentrazzjoni ta’ kwalunkwe solvent uzat.

— kwalunkwe informazzjoni disponibbli dwar in-natura fizika u l-proprjetajiet fizikokimici kif miksub

qabel il-bidu tat-test, (ez. is-solubbilta fl-ilma, il-pressjoni tal-fwar, il-koeffi¢jent tal-partizzjoni fil-
hamrija (jew fin-naqal, jekk ikun disponibbli), il-log K , l-istabbilta fl-ilma, ecc.);

ow?
— Specijiet tat-test:

— ismijiet xjentifici, sors, kwalunkwe trattament minn qabel, akklimazzjoni, kundizzjonijiet tal-kulturi, ecc.
— Kundizzjonijiet tat-test:

— procedura tal-ittestjar uzata (statika, semistatika jew bi fluss kontinwuy);

— id-disinn tat-test (ez. in-numru, il-materjal u d-dags tal-kontenituri tat-test, il-volum ta’ ilma ghal kull
recipjent, il-massa tan-naqal u l-volum ghal kull recipjent, (ghal proceduri bi fluss kontinwu jew
semistatici: ir-rata ta’ sostituzzjoni tal-volum tal-ilma), kwalunkwe arjazzjoni uzata qabel u matul it-test,
in-numru ta’ repliki, in-numru ta’ dud ghal kull replikat fil-bidu tal-espozizzjoni, in-numru ta’
koncentrazzjonijiet tat-test, it-tul tal-kundizzjonament, l-ekwilibriju u l-perjodi ta’ espozizzjoni, il-
frekwenza ta’ kampjunar);

— fond tan-naqal u l-ilma tal-madwar;
— metodu tat-trattament minn qabel bis-sustanza kimika tat-test u zieda/applikazzjoni;

— il-koncentrazzjonijiet tat-test nominali, id-dettalji dwar il-kampjunar ghall-analizi tas-sustanzi kimici, u
l-metodi analitici li permezz taghhom inkisbu I-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test;

— il-karatteristici tan-naqal kif deskritt fil-paragrafi 24 — 25, u kwalunkwe kejl iehor li jittiched; it-thejjija
tan-nagal formulat;

— it-thejjija tal-ilma tal-ittestjar (jekk jintuza ilma rikostitwit) u l-karatteristici (l-ossigenu, il-koncen-
trazzjoni, il-pH, il-konduttivita, l-ebusija, u kwalunkwe kejl iehor li jittiched) qabel il-bidu tat-test;

— informazzjoni ddettaljata dwar it-taghlif inkluz it-tip ta’ ikel, it-thejjija, l-ammont u r-regim ta’ taghlif;
— intensita tad-dawl u fotoperjodu/fotoperjodi;

— metodi uzati ghad-determinazzjoni tal-parametri bijologici kollha (ez. kampjunar, spezzjoni, ippezar tal-
organizmi tat-test) u l-parametri abijotici kollha (ez. parametri tal-kwalita tal-ilma u n-naqal);

— volumi ufjew pizijiet tal-kampjuni kollha ghall-analizijiet tas-sustanzi kimici;
— informazzjoni ddettaljata dwar it-trattament tal-kampjuni kollha ghall-analizi tas-sustanza kimika,

inkluz dettalji dwar il-preparazzjoni, il-hzin, il-proceduri ta’ zieda, l-estrazzjoni, u I-proceduri analitici (u
l-precizjoni) ghas-sustanza kimika tat-test, u l-irkupri tas-sustanza kimika tat-test.
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— Rizultati:

— il-kwalita tal-ilma fir-recipjenti tat-test (il-pH, it-temperatura, il-koncentrazzjoni tal-ossigenu mahlula, 1-
ebusija, il-koncentrazzjonijiet tal-ammonijaka, u kwalunkwe kejl ichor 1i ttiehed);

— kontenut ta’ karbunju organiku totali (TOC), il-proporzjon ta’ piz xott ma’ piz imxarrab, il-pH tan-naqal,
u kwalunkwe kejl iehor i ttiehed;

— in-numru totali, u jekk ikun iddeterminat, numru ta’ dud shih u mhux shih fkull kompartiment tal-
ittestjar fi tmiem l-ittestjar;

— il-piz xott tad-dud ta’ kull kompartiment tat-test fi tmien it-test, u jekk jitkejjel, il-piz xott ta’
sottokampjun tad-dud fil-bidu tat-test;

— kwalunkwe imgiba anormali osservata bi tqabbil mal-kontrolli (ez. evitar tan-naqal, il-prezenza jew in-
nuqqas ta’ gerbub tal-ippurgar);

— kwalunkwe mortalitd osservata;

— stimi tal-punti ta’ tmiem tossici (ez. EC,, NOEC ufjew LOEC), u l-metodi statisti¢ci uzati ghad-determi-
nazzjoni taghhom;

— il-koncentrazzjonijiet tat-test nominali, il-koncentazzjonijiet tat-test imkejla u r-rizultati tal-analizijiet
kollha biex tigi ddeterminata I-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fir-recipjenti tat-test;

— kwalunkwe devjazzjoni mill-kriterji ta’ validita.
— Evalwazzjoni tar-rizultati:
— konformita tar-rizultati mal-kriterji ta’ validita kif elenkat fil-paragrafu 13;

— diskussjoni tar-rizultati, inkluz kwalunkwe influwenza fuq l-ezitu tat-test li tirrizulta mid-devjazzjonijiet
minn dan il-metodu ta’ ttestjar.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar, jintuzaw id-definizzjonijiet li gejjin:
Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita.

[l-perjodu ta’ kundizzjonament jintuza biex jistabbilizza l-komponent mikrobjali tan-naqal u biex ez. titnehha I-
ammonja li torigina mill-komponenti tan-naqal; dan isehh qabel iz-zieda tas-sustanza kimika tat-test man-naqal.
Generalment, l-ilma tal-madwar jintrema wara l-kundizzjonament.

L-EC, hija l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fin-nagal li tirrizulta feffett ta’ X % (ez. 50 %) fuq il-
parametru bijologiku fi zmien perjodu ta’ espozizzjoni ddikjarat.

[l-perjodu ta’ ekwilibrazzjoni jintuza biex jippermetti d-distribuzzjoni tas-sustanza kimika tat-test bejn il-fazi
solida, l-ilma interstizjali u l-ilma tal-madwar; dan isehh wara z-zieda tas-sustanza kimika tat-test man-nagal u qabel
iz-zieda tal-organizmi tat-test.

ll-fazi ta’ espozizzjoni huwa z-zmien li matulu l-organizmi tat-test jigu esposti ghas-sustanza kimika tat-test.

Nagqal ifformulat jew naqal rikostitwit, artifiGjali jew sintentiku, huwa tahlita ta’ materjali uzati biex jigu imitati 1-
komponenti fizi¢i ta’ naqal naturali.

II-Kon¢entrazzjoni bl-Inqas Effett Osservat (LOEC) hija l-inqas koncentrazzjoni ttestjata ta’ sustanza kimika tat-
test fejn is-sustanza kimika hija osservata ghal effett tossiku sinifikanti (b’p < 0,05) meta mqabbel mal-kontroll.
Madankollu, il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha 1 fuq mil-LOEC ghandu jkollhom effett ugwali jew ikbar minn
dawk osservati fl-LOEC. Jekk dawn iz-Zewg kundizzjonijiet ma jkunux jistghu jigu ssodisfati, ghandha tinghata
spjegazzjoni shiha dwar kif intghazlu I-LOEC (u ghalhekk -NOEC).

[I-Kon¢entrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) hija l-konc¢entrazzjoni tat-test ezattament taht I-LOEC li, meta
mqabbla mal-kontroll, ma ghandha ebda effett statistiku (p < 0,05), fil-perjodu ta’ espozizzjoni.

Il-koeffi¢jent ta’ partizzjoni ottanolfilma (K ; xi drabi espress ukoll bhala P ) huwa l-proporzjon ta’ solubbilta ta’
sustanza kimika fottanol-n u fl-ilma fekwilibriju u jirrapprezenta l-lipofilicita ta’ sustanza kimika (Kapitolu A.24 ta’
dan l-Anness). 1I-K , jew il-logaritmu ta’ K, (log K,) jintuza bhala indikazzjoni tal-potenzjal ta’ kimika ghal
akkumulazzjoni bijologika minn organizmi akwatici.

[l-koeffi¢jent ta’ partizzjoni organika karbonju-ilma (K ) huwa l-proporzjon ta’ koncentrazzjoni ta’ kimika fi/fuq
il-frazzjoni ta’ karbonju organiku ta’ hamrija u I-koncentrazzjoni tal-kimika fl-ilma fekwilibriju.

Ilma tal-madwar huwa l-ilma li jkopri n-naqal fir-recipjent tat-test.
Ilma interstizjali huwa l-ilma li jokkupa spazju bejn in-naqal jew il-frak tal-hamrija.
Naqal mizjud huwa naqal li mieghu Zdiedet sustanza kimika tat-test.

Sustanza kimika tat-test tfisser kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.



L 54/172 1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 1.3.2016

Appendici 2

Kompozizzjoni tal-ilma rikostitwit rakkomandat

(adottat mill-Kapitolu C.1 ta’ dan I-Anness (1))

(@)  Soluzzjoni ta’ klorur tal-kalcju

Holl 11,76 g CaCl, - 2 H,0 filma dejonizzat; zid sa 1 1 biilma dejonizzat
(b)  Soluzzjoni tas-sulfat tal-manjezju

Holl 4,93 g MgSO, -7 H,0 filma dejonizzat; zid sa 1 | b'ilma dejonizzat
(c)  Soluzzjoni tal-idrogenu karbonat tas-sodju

Holl 2,59 g NaHCO, filma dejonizzat; zid sa 1 1 b'ilma dejonizzat
(d)  Soluzzjoni tal-klorur tal-potassju

Holl 0,23 g KCI filma dejonizzat; zid sa 1 | b’ilma dejonizzat
Is-sustanzi kimici kollha ghandhom ikunu ta’ grad analitiku.
Il-konduttivita tal-ilma distillat jew dejonizzat ma ghandhiex tagbez 10 uScm-1.

jithalltu 25 ml kull wiched ta’ soluzzjonijiet (a) sa (d) u l-volum totali li jizdied sa 1 1 b'ilma dejonizzat. It-totali tal-
joni tal-kal¢ju u l-manjezju fdawn is-soluzzjonijiet hija ta’ 2,5 mmol/l.

Il-proporzjon ta’ joni Ca:Mg huwa ta’ 4:1 u ta’ joni Na:K huwa ta’ 10:1. Il-kapacita tal-acidu K, , ta’ din is-soluzzjoni
hija 0,8 mmol/l.

Zid l-arja mal-ilma dilwit sakemm tintlahaq is-saturazzjoni tal-ossigenu, imbaghad ahznu ghal madwar jumejn
minghajr arjazzjoni ulterjuri qabel l-uzu.

REFERENZA

(1) Kapitolu C.1 ta’ dan l-Anness, Test tat-Tossicita Akuta fil-Hut.
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Appendiéi 3

Karatteristici fiziko-kimici ta’ ilma ta’ dilwizzjoni accettabbli

Komponent Koncentrazzjonijiet
Materja partikolata <20 mg/l
Karbonju organiku totali <2 pgfl
Ammonja mhux jonizzata <1 pgfl

Klorin residwu

<10 pgfl

Pesticidi organofosforici totali

Pesticidi organofosforici totali flimkien ma’ bifenili poliklorinati

<50 ng/l

Klorin organiku totali

/
< 50 ng/l
/
/

<25 ng/l

(adottata minn OECD (1992) (1))

REFERENZA

(1) OECD (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD, Paris.
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Appendici 4

Nagqal artifi¢jali rakkomandat — gwida dwar il-preparazzjoni u l-hzin

Kostitwenti tan-naqal

Kostitwent Karatteristici % tan-naqal piz xott
Pit Pit ta’ sfanju, grad ta’ dekompozizzjoni: ‘midjum’, imnixxef bl- 5+0,5
arja, l-ebda fdalijiet tal-pjanta vizibbli, mithun irqiq (daqs tal-
frak < 0,5 mm)
Ramel kwarzuz Dags tal-frak: < 2 mm, izda > 50 % tal-frak ghandu jkun 75—76

fil-medda ta’ 50-200 pm

Tafal tal-kawlina Kontenut ta’ kawlinite > 30 % 20+ 1

Sors ta’ ikel ez. Trab tal-Urtica (Folia urticae), weraq ta’ Urtica dioica (hur- 0,4—0,5%
rieq), mithuna rqaq (dags tal-frak < 0,5 mm); skont l-istan-
dards tal-farmacija, ghall-konsum  mill-bniedem;  flimkien
man-naqal xott

Karbonju organiku Aggustat biz-zieda ta’ pit u ramel 2£0,5

Karbonat tal-kal¢ju CaCO,, polverizzat, kimikament pur, flimkien man-naqal 0,05—1
xott

Ilma Dejonizzat Konduttivita < 10 pS/cm, flimkien man-naqal xott 30 — 50

Nota: Jekk ikunu mistennija koncentrazzjonijiet ta’ ammonijaka gholjin, ez. jekk is-sustanza kimika tat-test tkun
maghrufa li tinibixxi n-nitrifikazzjoni, jaf ikun utli li tissostitwixxi 50 % tat-trab tal-urtica b’hafna nitrogenu
bcelluloza (ez. trab ta’ Celluloza-a, kimikament pur, dags tal-frak < 0,5 mm; (1) (2)).

Preparazzjoni

[I-pit jitnixxef bl-arja u mithun ghal trab irqiq. Tigi ppreparata sospensjoni tal-ammont mehtieg ta’ trab tal-pit filma
dejonizzat permezz ta’ apparat ta’ omogenizzazzjoni bi prestazzjoni gholja. II-pH ta’ din is-sospensjoni huwa
aggustat ghal 5,5 * 0,5 b’CaCO,. Is-sospensjoni hija kundizzjonata ghal tal-inqas jumejn billi tithawwad bil-mod
£20 £ 2 °C, biex jigi stabbilizzat komponent mikrobjali stabbli. Il-pH jerga’ jitkejjel u ghandu jkun 6,0 £ 0,5.
Imbaghad is-sospensjoni tal-pit tithallat ma’ kosistwenti ohra (ramel u tafal tal-kawlina) u ilma dejonizzat biex
jinkiseb nagal omogenju b’kontenut ta’ ilma fmedda ta’ 30-50 fil-mija ta’ piz xott tan-naqal. Il-pH tat-tahlita finali
jerga’ jitkejjel u jigi aggustat bejn 6,5 u 7,5 b’CaCO, jekk ikun mehtieg. Madankollu, jekk ikun mistenni Zvilupp ta’
ammonijaka, jaf ikun utli i I-pH tan-naqal jinzamm inqas minn 7,0 (ez. bejn 6,0 u 6,5). Jittiechdu kampjuni tan-
naqal biex jigi ddeterminat il-piz xott u l-kontenut ta’ karbonju organiku. Jekk ikun mistenni zvilupp ta’ ammonja,
in-naqal formulat jaf ikun kundizzjonat ghal sebat ijiem fl-istess kundizzjonijiet i jipprevalu fit-test sussegwenti (ez.
proporzjon ta’ naqal/ilma 1:4, gholi tas-saff tan-naqal bhal fir-recipjenti tat-test) qabel ma tizdied is-sustanza kimika



1.3.2016 1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 54/175

tat-test, jigifieri ghandu jizdied bl-ilma, li ghandu jigi arjat. Fi tmiem dan il-perjodu ta’ kundizzjonament, l-ilma tal-
madwar ghandu jitnehha u jintrema. Minn hemm il quddiem, ir-ramel kwarzuz mizjud jithallat man-naqal ghal kull
livell ta’ trattament, in-naqal jigi distribwit fir-recipjenti tat-test tar-repliki, u mizjud mal-ilma tat-test. Imbaghad ir-
recipjenti jigu inkubati fl-istess kundizzjonijiet li jipprevalu fit-test sussegwenti. Dan huwa fejn jibda il-perjodu ta’
ekwilibriju. L-ilma tal-madwar ghandu jigi arjat.

Is-sors ta’ ikel maghzul ghandu jizdied qabel jew matul iz-zieda tan-naqal bis-sustanza kimika tat-test. Dan jista’
inizjalment jithallat mas-sospensjoni tal-pit (ara hawn fuq). Madankollu, degradazzjoni eccessiva tas-sors tal-ikel
gabel iz-zieda tal-organizmi tal-ittestjar — ez. fil-kaz ta’ perjodu ta’ ekwilibriju twil, tista’ tigi evitata billi I-perjodu ta’
zmien bejn iz-zieda tal-ikel u I-bidu ta’ espozizzjoni jinzamm kemm jista’ jkun qasir. Sabiex jigi Zgurat li s-sustanza
kimika tat-test tizdied mal-ikel, is-sors tal-ikel ghandu jithallat bin-nagal mhux iktar tard milljum meta s-sustanza
kimika tat-test tizdied man-naqal.

Hzin

Il-kostitwenti xotti tan-naqal artifi¢jali jistghu jinhaznu fpost xott u frisk jew ftemperatura tal-kamra. In-naqal
ippreparat mizjud bis-sustanza kimika tat-test ghandu jintuza fit-test immedjatament. Il-kampjuni tan-naqal mizjud
jistghu jinhaznu fil-kundizzjonijiet rakkomandanti ghas-sustanzi kimici tat-test partikolari sal-analizi.
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Appendici 5

Metodi ta’ kulturi ghal lumbriculus variegatus

Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbrikulidi, Oligo¢aeta huwa abitant tan-naqal tal-ilma helu u jintuza hafna fl-
ittestjar ekotossikologiku. Jista’ jigi kkulturat facilment fkundizzjonijiet tal-laboratorju. Fdan li gej tinghata
deskrizzjoni tal-metodi ta’ kulturi.

Metodi ta’ kulturi

Il-kundizzjonijiet ta’ kulturi ghal Lumbriculus variegatus huma deskritti fid-dettall fPhipps et al. (1993) (1), Brunson et
al. (1998) (2), ASTM (2000) (3), U.S. EPA (2000) (4). Hawn taht jinghata sommarju fil-qosor ta’ dawn il-kundizzjo-
nijiet. Vantagg ewlieni ta’ L. variegatus huwa r-riproduzzjoni rapida tieghu, li tirrizulta fbijomassa li tizdied malajr
fpopolazzjonijiet ikkulturati fil-laboratorju (ez. (1), (3), (4), (5)).

Id-dud jista’ jigi kkulturat fakkwarji kbar (57 — 80 1) £23 °C b’fotoperjodu ta’ 16 L:8 D (100 — 1 000 Ix) permezz
ta’ ilma naturali mgedded kuljum (45 — 50 1 ghal kull akkwarju). Is-sottostrat huwa ppreparat billi jitqatghu srievet
tal-karti kannella mhux ibbli¢jati fi strixxi, li mbaghad jistghu jithalltu mal-ilma tal-kulturi ghal ftit sekondi biex
jirrizultaw fbicciet zghar tas-sottostrat tal-karta. Dan is-sottostrat imbaghad jista’ jintuza direttament fl-akkwarji tal-
kulturaLumbriculus billi titghatta z-Zona ta’ qiegh it-tank, jew jinhazen iffrizat filma dejonizzat biex jintuza iktar tard.
Sottostrat gdid fit-tank sejjer generalment idum ghal madwar xahrejn.

Kull kultura tad-dud, tinbeda b’500 — 1 000 dudu, u tinghalef sospensjoni ta’ 10 ml li fiha 6 g ta’ ikel tal-bidu tat-
trota 3 darbiet fil-gimgha fkundizzjonijiet ta’ tigdid jew bi fluss kontinwu. Kulturi statici jew semi statici ghandhom
jircievu rati ta’ taghlif iktar baxxi biex jigi evitat tkabbir batterjali u fungali.

Fdawn il-kundizzjonijiet, in-numru ta’ individwi fil-kultura, is-soltu jirdoppja fmadwar 10 sa 14-il jum.

Inkella Lumbriculus variegatus jista’ jigi kkulturat fsistema li tikkonsisti minn saff ta’ ramel kwarzuz kif uzat ghan-
naqal artificjali (fond ta’ 1 — 2 cm), u ilma rikostitwit. Kontenituri tal-hgieg jew l-azzar inossidabbli b'gholi ta’ 12
sa 20 cm jistghu jintuzaw bhala recipjenti tal-kulturi. Il-korp tal-ilma ghandu jkun arjat bil-mod (ez. 2 bziezaq fis-
sekonda) permezz ta’ pasteur pipette pozizzjonata madwar 2 cm il fuq minn wic¢ in-naqal. Biex tigi evitata akkumu-
lazzjoni ez. tal-ammonijaka, l-ilma tal-madwar ghandu jigi skambjat permezz ta’ sistema bi fluss kontinwu, jew, tal-
inqas darba fgimgha, manwalment. L-oligocaeti jistghu jinzammu ftemperatura tal-kamra bfotoperjodu ta’
16-il siegha dawl (intensita ta’ 100 — 1 000 Ix) u 8 sighat dlam. Fil-kultura semistatika (tigdid tal-ilma darba
fgimgha), id-dud jintghalef b'TetraMin darbtejn fgimgha (ez. 0,6 — 0,8 mg ghal kull cm? ta’ wi¢¢ tan-naqal), li jista’
jigi applikat bhala sospensjoni ta’ 50 mg TetraMin ghal kull ml ta’ ilma dejonizzat.

Lumbriculus variegatus jista’ jitnehha mill-kulturi ez. bit-trasferiment tas-sottostrat b’xibka irqiqa, jew organizmi
permezz ta’ pipetta tal-hgieg bi ftuh wiesgha (dijametru ta’ madwar 5 mm) illustrata bin-nar, lejn bekk separat. Jekk
sottostrat jigi ttrasferit lejn dan il-bekk, il-bekk li fih id-dud u s-sottostrat jithalla ghal matul il-lejl fkundizzjonijiet bi
fluss kontinwu, li sejrin inehhu s-sottostrat mill-bekk, filwaqt li d-dud jibqa’ fqiegh ir-recipjent. Dawn jistghu jigu
introdotti f'tankijiet ta’ kulturi li ghadhom kif jigu ppreparati, jew ipprocessati iktar kif deskritt £(3) u (4), jew fdan li
gej.

Kwistjoni li ghandha titqies kritika meta jintuza L. variegatus f'testijiet tan-nagal huwa l-mod ta’ riproduzzjoni tieghu
(arkitomija jew morfallassi, ez. (6)). Din ir-riproduzzjoni asesswali tirrizulta fzewg frammenti, li ma jiklux ghal ¢ertu
perjodu sakemm ma tigi ggenerata l-parti ta’ quddiem jew ta’ wara (ez. (7), (8)). Dan ifisser li l-espozizzjoni ta’
L. variegatus permezz ta’ ingestjoni ta’ naqal ikkontaminat ma ssehhx kontinwament.

Ghalhekk, ghandha titwettaq sinkronizzazzjoni biex jitnaggsu r-riproduzzjoni u r-rigenerazzjoni mhux ikkontrollati,
u l-varjazzjoni gholja sussegwenti fir-rizultati tat-test. Tali varjazzjoni tista’ ssehh meta xi individwi, li fframmentaw
u ghalhekk ma jieklux ghal certu perjodu ta’ zmien, ikunu inqas esposti ghas-sustanza kimika tat-test minn individwi
ohra, li ma jifframmentawx matul it-test (9), (10), (11). 10 sa 14-il jum qabel il-bidu tal-espozizzjoni, id-dud ghandu
jigi fframmentat b'mod artifi¢jali (sinkronizzazzjoni). Id-dud (adult) kbir, li preferibbilment ma juri ebda sinjal ta’
morfallassi ricenti ghandu jintghazel gias-sinkronizzazzjoni. Dan id-dud jista’ jitqieghed fuq slajd tal-hgieg f'taqtira ta’
ilma tal-kultura, u mifrud fil-parti tal-gisem medjana bi skalpell. Ghandha tinghata attenzjoni i t-truf ta’ wara jkunu
ta’ dags simili. It-truf ta’ wara mbaghad ghandhom jithallew jirrigeneraw irjus godda frecipjent tal-kultura li fih
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l-istess sottostrat kif uzat fil-kultura u l-ilma rikostitwit sal-bidu tal-espozizzjoni. Ir-rigenerazzjoni ta’ rjus godda hija
indikata meta d-dud sinkronizzat ikun qieghed ihaffer fis-sottostrat (il-prezenza ta’ rjus rigenerati tista’ tigi
kkonfermata bl-ispezzjoni ta’ sottokampjun rapprezentattiv taht mikroskopju binokulari). Minn hemm il quddiem, -
organizmi tat-test huma mistennija li jkunu fi stat fizjologiku simili. Dan ifisser, i meta r-riproduzzjoni b’'morfallassi
ssehh fdud sinkronizzat matul it-test, virtwalment l-annimali kollha huma mistennija li jkunu esposti bl-istess mod
ghan-naqal mizjud. It-taghlif tad-dud sinkronizzat ghandu jsir malajr kemm jista’ jkun wara li d-dud jibda jhaffer fis-
sottostrat, jew 7 ijiem wara d-dissezzjoni. Ir-regim ta’ taghlif ghandu jkun komparabbli mal-kulturi regolari, izda
huwa rakkomandabbli li d-dud sinkronizzat jintghalef bl-istess sors ta’ ikel li ghandu jintuza fit-test. Id-dud ghandu
jinzamm fit-temperatura tal-ittestjar £20 + 2 °C. Wara r-rigenerazzjoni, id-dud shih intatt, li jkun gieghed jghum jew
jitkaxkar permezz ta’ stimulu mekkaniku bil-mod, ghandu jintuza ghall-ittestjar. Ghanda tigi evitata hsara jew
awtotomija fid-dud, ez. billi jintuzaw pipetti bi truf illustrati bin-nar, jew apparat dentali ta’ gbid tal-azzar
inossidabbli ghall-immaniggar ta’ dan id-dud.

Sorsi ta’ kulturi li jibdew l-fermentazzjoni ghal Lumbriculus variegatus (indirizzi fil-forma adottata mill-

Istati Uniti (4))

Ewropa

ECT Ockotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Germany

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

[l-Finlandja

C.N.R.- LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

-20047 Brugherio MI

Stati Uniti tal-Amerika

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50

D-40789 Monheim

Germany

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Germany

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593



L 54/178 1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 1.3.2016

REFERENZI

(1) Phipps, G.L., Ankley, G.T., Benoit, D.A. and Mattson, V.R. (1993). Use of the aquatic Oligochaete Lumbriculus
variegatus for assessing the toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants. Environ.Toxicol.
Chem. 12, 269-279.

(2) Brunson, E.L. Canfield, TJ., Ingersoll, CJ. & Kemble, N.E. (1998). Assessing the bioaccumulation of
contaminants from sediments of the Upper Mississippi river using field-collected oligochaetes and laboratory-
exposed Lumbriculus variegatus. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 35, 191-201.

(3) ASTM International (2000). Standard guide for the determination of the bioaccumulation of sediment-
associated contaminants by benthic invertebrates, E 1688-00a. In ASTM International 2004 Annual Book of
Standards. Volum 11.05. Biological Effects and Environmental Fate; Biotechnology; Pesticides. ASTM Interna-
tional, West Conshohocken, PA.

(4) U.S. EPA (2000). Methods for measuring the toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants
with freshwater invertebrates. Second Edition. EPA 600/R-99/064, U.S. Environmental Protection Agency,
Duluth, MN, March 2000.

(5) Kukkonen, J. and Landrum, PF. (1994). Toxicokinetics and toxicity of sediment-associated Pyrene to
Lumbriculus variegatus (Oligochaeta). Environ. Toxicol. Chem. 13, 1457-1468.

(6) Drewes C.D. & Fourtner C.R. (1990). Morphallaxis in an aquatic oligochaete, Lumbriculus variegatus: Reorgani-
sation of escape reflexes in regenerating body fragments. Develop. Biol. 138: 94-103.

(7) Leppdnen, M.T. & Kukkonen, J.V.K. (1998a). Relationship between reproduction, sediment type and feeding
activity of Lumbriculus variegatus (Miiller): Implications for sediment toxicity testing. Environ. Toxicol. Chem.
17:2196-2202.

(8) Leppdnen, M.T. & Kukkonen, J.V.K. (1998b). Factors affecting feeding rate, reproduction and growth of an
oligochaete Lumbriculus variegatus (Miiller). Hydrobiologia 377: 183-194.

(9) Brust, K, O. Licht, V. Hultsch, D. Jungmann & R. Nagel (2001). Effects of Terbutryn on Aufwuchs and
Lumbriculus variegatus in Artificial Indoor Streams. Environ. Toxicol. Chemistry, Vol. 20, pp. 2000-2007.

(10) Oetken, M., K.-U. Ludwichowski & R. Nagel (2000). Sediment tests with Lumbriculus variegatus and
Chironomus riparius and 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) within the scope of EG-AltstoffV. By order of the
Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), FKZ 360 12 001, March 2000.

(11) Leppdnen M.T. & Kukkonen J.V.K. (1998). Relative importance of ingested sediment and porewater as bioaccu-
mulation routes for pyrene to oligochaete (Lumbriculus variegatus, Miiller). Environ. Sci. Toxicol. 32, 1503-
1508.



1.3.2016

1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 54/179

“Test tat-Tossi¢ita tan-Naqal b’Lumbriculus variegatus’

Appendici 6

Sommarju tar-rizultati tar-ringtest

Tabella 1

Rizultati tar-ring test runs individwali: Numru medju ta’ dud fil-kontrolli u l-kontrolli tas-solvent fi tmiem

it-test; SD=devjazzjoni standard; CV = koeffi¢jent ta’ varjazzjoni.

o e s s
t:liocll;:;ioﬁil- SD CV (%) LI e SD v (%)
solvent

323 7,37 22,80 3 39,0 3,61 9,25
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80
24,3 10,69 43,94 3 26,3 3,06 11,60
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89
25,3 5,51 21,74 3 27,7 1,53 5,52
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 517
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32

medja interla- 29,59 20,10 30,61 13,26

boratorja

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

n 15 15

min 16,3 15,0

mass 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Tabella 2

Rizultati tar-ring test runs individwali: Medja tal-piz xott tad-dud ghal kull replikat fil-kontrolli u I-kontrolli
tas-solvent fi tmiem it-test; SD=devjazzjoni standard; CV = koeff. ta’ varjazzjoni.

piz xott totali piz xott totali
tad-dud ghal tad-dud ghal
kull replikat SD CV (%) n kull replikat SD CV (%)
(k tp 11 (kontrolli tas-
ontrofi solvent)
24,72 6,31 25,51 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 6 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 2 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 6 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 4 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 6 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 4 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 6 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 6 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 6 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 6 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 6 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 6 31,15 2,70 8,67
medja interla- 25,15 20,36 27,68 17,53
boratorja
SD 7,87 12,56 741 9,10
n 15 15
min 12,9 10,5
mass 41,3 41,4
CV (%) 31,3 26,8
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Tabella 3

Tossicita tal-PCP: Sommarju tal-punti ta’ tmiem fir-ring test; medji laboratorji ghal EC50, NOEC u LOEC; SD
= devjazzjoni standard; CV = koeffi¢jent ta’ varjazzjoni.

parametru bijo-

Medja interlabo-

Fattur inter-

medja geome-

logiku ratorja (mg/kg) min mass laboratorju sb VO | rika (mg/kg)
numru totali EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 | 463 19,9
ta’ dud: NOEC 9,9 21 | 227 10,7 72 | 723 7.6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 194 | 694 20,9
MDD (%) 22,5 7.1 39,1
piz xott totali EC,, 20,4 7.3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
tad-dud NOEC 9,3 21 | 200 9,4 66 | 704 7.4
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 | 655 19,4
MDD (%) 248 10,9 | 447
mortalita/so- LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
pravivenza NOEC 16,5 21 | 400 18,8 103 | 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 | 46,2 32,6
riproduzzjoni EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
Lﬁfﬁ:ﬁg dud | NOEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4
ghal kull repli- | LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 154 | 68,6 16,0
kat) MDD (%) 29,7 13,9 | 47,9
tkabbir (zieda EC,, 15,3 5,7 29,9 5,2 7.1 46,5 13,7
gtlljfli?u'ﬁa::;ﬁ_ NOEC 87 21 | 200 9,4 60 | 681 6,9
kat) LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 157 | 655 17,3
MDD (%) 32,2 13,6 | 652

MDD: differenza minima trac¢abbli mill-valuri tal-kontroll matul l-ittestjar tal-ipotezi; uzata bhala kejl tas-setgha statistika
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C.36 TEST TAR-RIPRODUZZJONI TAD-DUD PREDATORJU (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER)
FIL-HAMRIJA

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tal-ittestjar (TG) 226 tal-OECD (2008). Dan il-
metodu ta’ ttestjar huwa mahsub biex jintuza ghall-valutazzjoni tal-effetti ta’ sustanzi kimici fil-hamrija fuq il-
produzzjoni riproduttiva tad-dudu predatorju tal-hamrija Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini (Acari:
Laelapidae), u ghalhekk jippermetti l-istima tal-inibizzjoni ta’ rata ta’ tkabbir specifika tal-popolazzjoni (1,2). II-
produzzjoni riproduttiva tfisser in-numru ta’ frieh fi tmiem il-perjodu tal-ittestjar. H. aculeifer jirrapprezenta
livell trofiku addizzjonali ghall-ispeci li diga jkunu disponibbli ghaliha metodi ta’ ttestjar. Test tar-riproduzzjoni
minghajr diskriminazzjoni u kwantifikazzjoni tal-istadji differenti ta¢-ciklu riproduttiv huwa kkunsidrat
adegwat ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar. Ghal sustanzi kimici b’xenarju ta’ espozizzjoni ichor milli I-
hamrija, l-approcci tal-hamrija 1-ohra jaf ikunu xierqa (3).

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer huwa kkunsidrat rapprezentant rilevanti tal-fawna tal-hamrija u d-dud predatorju
b'mod partikolari. Huwa mxerred madwar id-dinja (5) u jista’ jingabar u jitrabba facilment fil-laboratorju.
Sommarju tal-bijologija ta’ H. aculeifer huwa pprovdut fl-Appendici 7. Hija disponibbli informazzjoni ta’ sfond
dwar l-ekologija tal-ispeci ta’ dud u l-uzu fittestjar ekotossikologiku (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12).

PRINCIPJU TAT-TEST

3. In-nisa adulti huma esposti ghal medda ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test imhallta ma’ hamrija.
It-test jinbeda b'10 nisa adulti ghal kull recipjent ta’ replikat. L-irgiel ma jigux introdotti fit-test, peress li 1-
esperjenza wriet li n-nisa jitghammru immedjatament jew ftit wara li jfaggsu mill-istadju ta’ dewtonimfa, jekk
ikun hemm l-irgiel. Barra minn hekk, l-inkluzjoni tal-irgiel, ittawwal it-test b’tali mod li tkun mehtiega diskrimi-
nazzjoni impenjattiva tal-istadji ta’ etajiet. Ghalhekk, it-tghammir innifsu mhuwiex parti mit-test. In-nisa jigu
introdotti fit-test 28-35 jum wara 1-bidu tal-perjodu ta’ bidien fis-sinkronizzazzjoni (ara I-Appendici 4), peress
in-nisa mbaghad jistghu jigu kkunsidrati bhala diga mghammrin u li ghaddew mill-istadju ta’ qabel I-
ovipozizzjoni. F20 °C it-test jintemm fl-14-il jum wara l-introduzzjoni tan-nisa (jum 0), li jippermetti l-ewwel
wild ta’ kontroll jilhaq l-istadju ta’ dewtonimfa (ara 1-Appendic¢i 4). Ghall-varjabbli ewlieni mkejjel, jigi
ddeterminat in-numru ta’ friech ghal kull recipjent tat-test flimkien man-numru ta’ nisa li jibqghu hajjin. Il-
produzzjoni riproduttiva tad-dud espost ghas-sustanza kimika tat-test titqabbel ma’ dik tal-kontrolli sabiex tigi
ddeterminata I-EC_ (ez. EC,,, EC,,) jew il-koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) (ara l-Appendici 1 ghad-
definizzjonijiet), skont id-disinn sperimentali (ara l-paragrafu 29). Harsa generali tal-iskeda tal-ittestjar tinghata
fl-Appendici 8.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

4. Preferibbilment ghandhom ikunu maghrufa s-solubbilta fl-ilma, il-log K_, il-koeffi¢jent tal-partizzjoni tal-ilma
hamrija u l-pressjoni tal-fwar tas-sustanza kimika tat-test. Hija rakkomandabbli informazzjoni addizzjonali

dwar id-destin tas-sustanza kimika tat-test, bhar-rati ta’ degradazzjoni bijotika u abjotika.

5. Dan il-metodu ta’ ttestjar jista’ jintuza ghal sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma jew li ma jinhallux fl-ilma.
Madankollu, il-mod ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test sejjer ikun differenti skont dan. Il-metodu ta’
ttestjar mhuwiex applikabbli ghal sustanzi kimici volatili, jigifieri sustanzi kimici ghal liema l-kostant ta’ Henry
jew il-koeffi¢jent tal-partizzjoni tal-arja/ilma huwa ikbar minn wiched, jew is-sustanzi kimici ghal liema I-
pressjoni tal-fwar tagbez 0,0133 Pa £25 °C.

VALIDITA TAT-TEST

6.  Il-kriterji li gejjin ghandhom jigu stratifikati fil-kontrolli mhux ittrattati ghal rizultat tat-test biex jitqies validu:
— Il-medja ta’ mortalita tan-nisa adulti ma ghandhiex tagbez 1-20 % fi tmiem it-test;

— In-numru medju ta’ frieh ghal kull replikat (b’10 nisa adulti introdotti) ghandu jkun tal-ingas 50 fi tmiem
it-test;

— Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni kkalkolat ghan-numru ta'dud frieh ghal kull replikat ma ghandux ikun oghla
minn 30 % fi tmiem it-test finali.
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SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

7. L-ECx ufjew I-NOEC ta’ sustanza kimika ta’ referenza ghandhom jigu ddeterminati biex jipprovdu assigu-
razzjoni li I-kundizzjonijiet tat-test fil-laboratorju huma adegwati u biex jigi vverifikat li r-rispons tal-organizmi
tat-test ma nbidilx maz-zmien. Dimethoate (CAS 60-51-5) huwa sustanza kimika ta’ referenza xierqa li uriet li
taffettwa d-dags tal-popolazzjoni (4). L-acidu boriku (CAS 10043-35-3) jista’ jintuza bhala sustanza kimika ta’
referenza alternattiva. Inkisbet inqas esperjenza b'din is-sustanza kimika. Huma possibbli zewg opzjonijiet ta’
disinn:

— Is-sustanza kimika ta’ referenza tista’ tigi ttestjata b’'mod parallel ghad-determinazzjoni tat-tossicita ta’ kull
sustanza kimika tat-test fkoncentrazzjoni partikolari, li ghandha tintwera gabel fi studju ta’ rispons ghad-
doza biex tirrizulta feffett ta’ tnaqqis ta’ > 50 % ta’ wlied. Fdan il-kaz, in-numru ta’ repliki ghandu jkun I-
istess bhal dak tal-kontrolli (ara I-paragrafu 29).

— Inkella, is-sustanza kimika ta’ referenza tigi ttestjata bejn darba u darbtejn fis-sena ftest ta’ rispons ghad-
doza. Skont id-disinn maghzul, in-numru ta’ koncentrazzjonijiet u repliki u I-fattur ta’ spazjar ivarjaw (ara I-
paragrafu 29), izda ghandu jintlahaq rispons ta’ effett ta’ 10 — 90 % (fattur ta’ spazjar ta’ 1,8). L-EC, ghal
dimetoat abbazi tan-numru ta’ frich ghandha taqa’ fil-medda bejn 3,0 u 7,0 mg a.s./kg ta’ hamrija (piz xott).

Abbazi tar-rizultati miksuba bl-acidu boriku sissa, I-EC50 ibbazata fuq in-numru ta’ frich ghandha taqa’ fil-
medda bejn 100 u 500 mg/kg ta’ piz xott ta’ hamrija.

DESKRIZZJONI TAT-TEST
Recipjenti tat-test u taghmir

8.  Ghandhom jintuzaw recipjenti tat-test b’dijametru ta’ 3 — 5 cm (gholi ta’ hamrija ta’ > 1,5 cm), maghmula bil-
hgieg jew materjal kimikament inerti ichor u li ghandhom ghatu li jinghalaq sew. L-ghotjien bil-kamin huma
ppreferuti u fdak il-kaz, ir-recipjenti jistghu jigu arjati darbtejn fgimgha. Inkella, jistghu jintuzaw ghotjien li
jippermettu skambju gassuz dirett bejn is-sottostrat u l-atmosfera (ez. garza). Peress li I-kontenut ta’ umdita
ghandu jinzamm gholi bizzejjed matul it-test, huwa essenzjali li jigi kkontrollat il-piz ta’ kull recipjent
sperimentali matul it-test u li jerga’ jimtela bl-ilma jekk mehtieg. Dan jista’ jkun spe¢jalment importanti jekk ma
jkunu disponibbli ebda ghotjien bil-kamin. Jekk jintuza recipjent tat-test mhux trasparenti, l-ghatu ghandu jkun
maghmul minn materjal li jippermetti l-acCess ghad-dawl (ez. permezz ta’ ghatu trasparenti mtaqqab) filwaqt li
jevita li d-dud jahrab. Id-dagqs u t-tip tar-recipjent tat-test jiddependi fuq il-metodu tal-estrazzjoni (ara 1-
Appendici 5 ghal dettalji). Jekk tigi applikata estrazzjoni bis-shana lir-recipjent tat-test, allura tista’ tizdied xibka
tal-qiegh b'daqs ta’ xibka xieraq (issigillata sal-estrazzjoni), u I-fond tal-hamrija ghandu jkun suffi¢jenti biex
jippermetti gradjent tat-temperatura u l-umdita.

9. Huwa mehtieg taghmir standard tal-laboratorju, specifikament dan li gej:
— preferibbilment recipjenti tal-hgieg b'ghotjien bil-kamin;
— kabinett tat-tnixxif;
— sterjomikroskopju;
— xkupilji ghat-trasferiment tad-dud
— miter tal-pH u luxmetru;
— imwiezen precizi xierqa;
— taghmir adegwat ghall-kontroll tat-temperatura;

— taghmir adegwat ghall-kontroll tal-umditd (mhux essenzjali jekk ir-recipjenti tal-espozizzjoni ikunu
mghottija bl-ghotjien);

— inkubatur jew kamra zghira b’kontroll tat-temperatura;
— taghmir ghall-estrazzjoni (ara I-Appendici 5) (13)
— pannell tad-dawl fil-gholi b’kontroll tad-dawl

— vazetti tal-gbir ghad-dud estratt.
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Preparazzjoni tal-hamrija artificjali

10. Ghal dan it-test, tintuza hamrija artifi¢jali. Il-hamrija artifi¢jali tikkonsisti mill-komponenti li gejjin (il-valuri
kollha huma bbazati fuq il-massa xotta):

— 5 % pit ta’ sfanju, imnixxef bl-arja u mithun irqiq (dags tal-frak ta’ 2 + 1 mm huwa accettabbli);

— 20 % tafal tal-kawlina (kontenut ta’ kaolinit preferibbilment iktar minn 30 %);

— madwar 74 % ramel industrijali mnixxef bl-arja (skont l-ammont ta’ CaCO, mehtieg), prin¢ipalment ramel
irqiq b'aktar minn 50 % tal-frak bejn 50 u 200 mikron. L-ammont ezatt ta’ ramel jiddependi fuq l-ammont
ta’ CaCO, (ara hawn taht), flimkien ghandhom jaghmlu 75 %.

— < 1,0 % karbonat tal-kal¢ju (CaCO,, polverizzat, grad analitiku) biex jinkiseb pH ta’ 6,0 £ 0,5; l-ammont ta’
karbonat tal-kal¢ju li ghandu jizdied jiddependi princ¢ipalment fuq il-kwalita/natura tal-pit (ara Nota 1).

Nota 1: L-ammont ta’ CaCO, mehtieg sejjer jiddependi fuq il-komponenti tas-sottostrat tal-hamrija u ghandu
jigi ddeterminat billi jitkejjel il-pH tas-sottokampjuni tal-hamrija ezattament qabel it-test (14).

Nota 2: Il-kontenut ta’ pit tal-hamrija artifi¢jali jiddevija minn metodi ta’ ttestjar fuq l-organizmi tal-hamrija, fejn
fil-bicca 1-kbira tad-drabi jintuza 10 % pit (ez. (15)). Madankollu, skont 1-EPPO (16), hamrija agrikola tipika ma
ghandhiex iktar minn 5 % tal-materja organika, u ghalhekk it-tnaqgqis fil-kontenut tal-pit jirrifletti t-tnaqqis fil-
possibbiltajiet ta’ hamrija naturali ghal sorbiment tas-sustanza kimika tat-test mal-karbonju organiku.

Nota 3: Jekk ikun mehtieg, ez. ghal finijiet ta’ ttestjar specifici, il-hamrijiet naturali minn siti mhux imniggsa jaf
iservu wkoll bhala sottostrat tal-ittestjar ufjew tal-kultura. Madankollu, jekk tintuza hamrija naturali, din
ghandha tigi kkaratterizzata tal-inqas bl-origini (sit tal-gbir), il-pH, il-konsistenza (distribuzzjoni tad-dags tal-
frak) u l-kontenut ta’ materja organika. Jekk ikun disponibbli, ghandu jigi inkluz it-tip u l-isem tal-hamrija
skont il-klassifikazzjoni tal-hamrija, u I-hamrija ma ghandu jkollha ebda kontaminazzjoni. Fkaz li s-sustanza
kimika tat-test hija metall jew metall organiku, ghandha tigi ddeterminata l-kapacita tal-iskambju katjoniku
(CEC) tal-hamrija naturali. Ghandha tinghata attenzjoni specjali biex jigu ssodisfati I-kriterji ta’ validita peress li
l-informazzjoni ta’ sfond dwar il-hamriji naturali generalment hija rari.

11. I-kostitwenti xotti tal-hamrija jithalltu sewwa (ez. fmikser tal-laboratorju fuq skala kbira). Ghad-determi-
nazzjoni tal-pH, tintuza tahlita ta’ hamrija u 1 M klorur tal-potassju (KCI) jew 0,01 M soluzzjoni tal-klorur tal-
kal¢ju (CaCl,) fproporzjon ta’ 1:5 (ara (14) u Appendici 3). Jekk il-hamrija hija iktar acidika mill-medda
mehtiega (ara l-paragrafu 10), tista’ tigi aggustata biz-zieda ta’ ammont xieraq ta’ CaCO,. Jekk il-hamrija hija
alkalina wisq, din tista’ tigi aggustata b’zieda ikbar tat-tahlita li tinkludi l-ewwel tliet komponenti deskritti fil-
paragrafu 10, izda i teskludi s-CaCO,.

12. Il-kapacita ta’ zamma tal-ilma (WHC) massima tal-hamrija artifi¢jali hija ddeterminata skont il-proceduri
deskritti fl-Appendi¢i 2. Jumejn sa sebat ijiem qabel il-bidu tat-test, il-hamrija artifi¢jali xotta tixxarrab minn
qabel biz-zieda ta’ bizzejjed ilma distillat jew dejonizzat biex jinkiseb madwar nofs il-kontenut ta’ ilma finali, li
huwa 40 sa 60 % tad-WHC massima. [l-kontenut ta’ umdita huwa aggustat ghal 40-60 % tad-WHC massimu
biz-zieda tas-soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test ufjew biz-zieda ta’ ilma distillat jew dejonizzat (ara I-
paragrafi 16-18). Verifika approssimattiva addizzjonali tal-kontenut ta’ umdita fil-hamrija ghandha tinkiseb billi
l-hamrija tinghafas bil-mod fl-idejn, jekk il-kontenut ta’ umdita jkun korrett, ghandhom jidhru qgtar zghar tal-
ilma bejn is-swaba’.

13. Il-kontenut ta’ umdita fil-hamrija huwa ddeterminat fil-bidu u fi tmiem it-test billi jitnixxef ghal piz kostanti
£105 C skont 1-ISO 11465 (17) u l-pH tal-hamrija skont I-Appendic¢i 3 jew I-ISO 10390 (14). Dawn il-kejliet
ghandhom jitwettqu fkampjuni addizzjonali minghajr dud, kemm mill-hamrija ta’ kontroll kif ukoll minn kull
wahda mill-hamriji ta’ koncentrazzjoni tat-test. Il-pH tal-hamrija ma ghandux jigi aggustat meta s-sustanzi
kimic¢i aciduzi jew bazi¢i huma ttestjati. Il-kontenut ta’ umdita ghandu jigi ssorveljat matul it-test billi r-
recipjenti jintiznu kull ¢ertu Zmien (ara l-paragrafi 20 u 24).
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Ghazla u preparazzjoni tal-annimali tat-test

14. L-ispeci uzata fdan it-test hijia Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Biex jinbeda t-test huwa
mehtieg dud nisa adult, miksub minn koorti sinkronizzata. Id-dud ghandu jigi introdott madwar 7-14-il jum
wara li jsir adult, 28 — 35 jum wara l-bidu tat-tqeghid tal-bajd fis-sinkronizzazzjoni (ara l-paragrafu 3 u I-
Appendici 4). Is-sors tad-dud jew il-fornitur u z-zamma tal-kultura tal-laboratorju ghandhom jigu rregistrati.
Jekk tinzamm kultura tal-laboratorju, huwa rakkomandat li I-identita tal-ispeci tigi kkonfermata tal-inqas darba
fsena. Skeda ta’ identifikazzjoni hija inkluza bhala I-Appendici 6.

Preparazzjoni tal-koncentrazzjoni tat-test

15. Is-sustanza kimika tat-test tithallat fil-hamrija. Is-solventi organici uzati fit-trattament tal-ghajnuna tal-hamrija
bis-sustanza kimika tat-test abbazi tat-tossic¢ita baxxa taghhom ghad-dud u kontroll tas-solventi xieraq
ghandhom jigu inkluzi fid-disinn tat-test (ara l-paragrafu 29).

Sustanza kimika tat-test li tinhall fl-ilma

16. Tigi ppreparata soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test filma dejonizzat fkwantita sufficjenti ghar-repliki kollha
ta’ koncentrazzjoni tat-test wahda. Huwa rakkomandat li tintuza kwantita xierqa ta’ ilma biex jintlahaq il-
kontenut ta’ umdita mehtieg, jigifieri 40 sa 60 % tad-WHC massima (ara l-paragrafu 12). Kull soluzzjoni ta’
sustanza kimika tat-test tithawwad sew b’lott wiehed ta’ hamrija mxarrba minn gabel, qabel tigi introdotta fir-
reCipjent tat-test.

Sustanza kimika tat-test li ma tinhallx fl-ilma

17. Ghal sustanzi kimici i ma jinhallux fl-ilma izda li jinhallu fsolventi organici, is-sustanza kimika tat-test tista’
tinhall fl-izghar volum possibbli ta’ veikolu xieraq (ez. acetun). Ghandhom jintuzaw biss solventi volatili. Meta
jintuzaw tali veikoli, il-koncentrazzjonijiet tat-test kollha u l-kontroll ghandu jkun fihom l-istess ammont tal-
veikolu. Il-veikolu jigi sprejat fuq ammont imhalllat b’ammont zghir, perezempju 10 g, ta’ ramel kwarzuz irqig.
Il-kontenut totali ta’ ramel tas-sottostrat ghandu jigi korrett ghal dan l-ammont. Il-veikolu huwa eliminat bl-
evaporazzjoni taht ghata tad-dhahen ghal tal-inqas siegha. Din it-tahlita ta’ ramel kwarzuz u sustanza kimika
tat-test tizdied mal-hamrija mxarrba minn qabel u tithawwad sew billi jizdied ammont xieraq ta’ ilma
dejonizzat biex tinkiseb l-umdita mehtiega. It-tahlita finali tigi introdotta fir-recipjenti tat-test. Wiehed ghandu
jinnota li xi solventi jaf ikunu tossi¢i ghad-dud. Ghalhekk, huwa rakkomandat li jintuza kontroll tal-ilma
addizzjonali minghajr veikolu jekk it-tossicita tas-solvent ghad-dud ma tkunx maghrufa. Jekk jintwera b’'mod
adegwat li s-solvent (fil-koncentrazzjonijiet li ghandhom jigu applikati) ma ghandu ebda effett, il-kontroll tal-
ilma jista’ jigi eskluz.

Sustanza kimika tat-test li ma tantx tinhall fl-ilma u solventi organici

18. Ghal sustanzi kimici li ma tantx jinhallu fl-ilma u solventi organici, l-ekwivalent ta’ 2,5 g ta’ ramel kwarzuz
mithun irqiq fkull recipjent tat-test (perezempju 10 g ta’ ramel kwarzuz irqiq ghal erba’ repliki) jithallat mal-
kwantita tas-sustanza kimika tat-test biex tinkiseb il-koncentrazzjoni tat-test xierqa. Il-kontenut totali ta’ ramel
tas-sottostrat ghandu jigi korrett ghal dan l-ammont. Din it-tahlita ta’ ramel kwarzuz u sustanza kimika tat-test
tizdied ma’ hamrija mxarrba minn qabel u tithallat sew wara li jizdied ammont xieraq ta’ ilma dejonizzat biex
jinkiseb il-kontenut ta’ umdita mehtieg. It-tahlita finali tinqasam bejn ir-recipjenti tat-test. Il-procedura tigi
ripetuta ghal kull koncentrazzjoni tat-test u jigi ppreparat ukoll kontroll xieraq.

PROCEDURA
Gruppi tat-test u kontrolli

19. Huma rakkomandati ghaxar nisa adulti fmassa xotta ta’ 20 g ta’ hamrija artificjali ghal kull recipjent ta’
kontroll u ta’ trattament. L-organizmi tat-test ghandhom jizdiedu fi Zmien saghtejn wara l-preparazzjoni tas-
sottostrat finali tat-test (jigifieri wara l-applikazzjoni tal-oggett tat-test). Fkazijiet specifici (ez. meta t-tixjih
huwa kkunsidrat bhala fattur determinanti) il-hin bejn il-preparazzjoni tas-sottostat tal-ittestjar finali u z-zieda
tad-dud jista’ jittawwal (ghal dettalji ta’ tali tixjih, ara (18)). Madankollu, ftali kazijiet ghandha tigi pprovduta
gustifikazzjoni xjentifika.
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20. Wara z-zieda tad-dud tal-ittestjar mal-hamrija, id-dud jigi pprovdut bl-ikel u l-piz inizjali ta’ kull recipjent tat-
test ghandu jitkejjel biex jintuza bhala referenza ghall-monitoragg tal-kontenut ta’ umdita tal-hamrija matul it-
test kif deskritt fil-paragrafu 24. Ir-recipjenti tat-test imbaghad jitghattew kif deskritt fil-paragrafu 8 u jitgieghdu
fil-kompartiment tat-test.

21. Jigu ppreparati kontrolli xierqa ghal kull wiched mill-metodi ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test
deskritti fil-paragrafi 15 sa 18. Il-proceduri rilevanti deskritti huma segwiti ghall-preparazzjoni tal-kontrolli
hlief li s-sustanza kimika tat-test ma tizdiedx. Ghalhekk, fejn ikun xieraq, is-solventi organici, ir-ramel kwarzuz
jew veikoli ohra jigu applikati mal-kontrolli fkoncentrazzjonijietfammonti bhal fit-trattamenti. Fejn jintuza
solvent jew veikolu iehor biex tizdied is-sustanza kimika tat-test, ghandu jigi ppreparat u ttestjat ukoll kontroll
addizzjonali minghajr il-veikolu jew is-sustanza kimika tat-test fkaz li t-tossicita tas-solvent ma tkunx maghrufa
(ara l-paragrafu 17).

Kundizzjonijiet tat-test

22. It-temperatura tat-test ghandha tkun ta’ 20 + 2 °C. It-temperatura ghandha tigi rregistrata tal-inqas kuljum u
jekk ikun mehtieg tigi aggustata. It-test jitwettaq fcikli ta’ dawl u dlam ikkontrollati (preferibbilment
16-il siegha dawl u 8 sighat dlam) billuminazzjoni ta’ 400 sa 800 lux qrib ir-recipjenti tat-test. Ghal ragunijiet
ta’ tqabbil, dawn il-kundizzjonijiet huma l-istess bhal ftestijiet ekotossikologici tal-hamrija ohrajn (ez. (15)).

23. L-iskambju gassuz ghandu jigi ggarantit bl-arjazzjoni tar-recipjenti tat-test tal-inqas darbtejn fgimgha fkaz li
jintuzaw ghotjien li jinghalqu bil-kamin. Jekk jintuzaw ghotjien b’garza, ghandha tinghata attenzjoni spe¢jali
ghaz-zamma tal-kontenut ta’ umdita tal-hamrija (ara l-paragrafi 8 u 24).

24. Il-kontenut tal-ilma tas-sottostrat tal-hamrija fir-recipjenti tat-test jinzamm matul it-test kollu billi jintizen u
jekk ikun mehtieg kull ¢ertu zmien ir-recipjenti tat-test jergghu jissaqqu (ez. darba fgimgha). It-telf huwa
rifornit kif mehtieg b'ilma dejonizzat. Il-kontenut ta’ umdita matul it-test ma ghandux ikun differenti b'iktar
minn 10 % mill-valur tal-bidu.

Taghlif

25. 1d-dud tal-gobon (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)) intwera li huwa sors ta’ ikel xieraq. Kollemboli zghar
(ez. Folsomia candida Willem zghar, 1902 jew Onychiurus fimatus (19), (20), enkitraeidi (ez. Enchytraeus crypticus
Westheide & Graefe, 1992) jew nematodi (ez. Turbatrix silusiae de Man, 1913)) jistghu jkunu xierqa wkoll (21).
Huwa rakkomandat li l-ikel jigi vverifikat gabel jintuza ftest. It-tip u l-ammont ta’ ikel ghandu jiggarantixxi
numru adegwat ta’ frieh sabiex jigu ssodisfati I-kriterji ta’ validita (paragrafu 6). Ghall-ghazla tal-priza, ghandu
jigi kkunsidrat il-mod ta’ azzjoni tal-oggett tat-test (ez. akaricida tista’ tkun tossika ghad-dud tal-ikel ukoll, ara 1-
paragrafu 26).

26. Ghandu jigi pprovdut ikel ad libitum (jigifieri kull darba ammont Zzghir (ponta ta’ spatula)). Ghal dan il-ghan,
jista’ jintuza wkoll exhaustor b’gibda baxxa kif propost fit-test tal-kollemboli jew pinzell irqiq. Il-forniment ta’
ikel fil-bidu tat-test u darbtejn sa tliet darbiet fil-gimgha generalment sejjer ikun sufficjenti. Meta l-oggett tal-
ittestjar jidher li huwa tossiku ghall-priza, ghandha tigi kkunsidrata zieda fir-rata ta’ taghlif mufjew sors ta’ ikel
alternattiv.

Ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test

27. L-gharfien minn qabel tat-tossi¢ita tas-sustanza kimika tat-test ghandu jghin fl-ghazla tal-koncentrazzjonijiet
tat-test xierqa, ez. minn studji tas-sejba tal-medda. Meta jkun mehtieg, jitwettaq test tas-sejba tal-medda
b’hames koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test fil-medda ta’ 0,1 — 1 000 mg/kg ta’ hamrija xotta,
b'tal-inqas replikat wiehed ghat-trattamenti u l-kontroll. Id-durata tat-test tas-sejpa tal-medda huwa ta’
14-il jum, fejn wara tigi ddeterminata l-mortalita tad-dud adult u n-numru ta’ frieh. Idealment, il-medda ta’
koncentrazzjoni fit-test finali ghandha tintghazel b'tali mod li tinkludi koncentrazzjonijiet li fihom huma
affettwati n-numru ta’ frieh filwaqt li I-generazzjoni tal-ommijiet le. Madankollu, dan jaf ma jkunx possibbli
ghal sustanzi kimici li jikkawzaw effetti letali jew kwazi letali fkoncentrazzjonijiet kwazi simili. I-koncen-
trazzjoni ta’ effetti (ez. EC,, EC,s, EC,,) u l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet, li ghalihom l-effett tas-sustanza kimika
ghall-ittestjar hija ta’ interess, ghandhom ikunu ‘bracketed’ bil-koncentrazzjonijiet inkluzi fit-test. Estrapolazzjoni
ferm iktar baxxa mill-koncentrazzjoni l-iktar baxxa li taffettwa l-organizmi tat-test jew ikbar mill-oghla koncen-
trazzjoni ttestjata ghandha ssir biss fkazijiet eccezzjonali, u ghandha tinghata spjegazzjoni shiha fir-rapport.
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Disinn sperimentali
Testijiet ta’ rispons ghad-doza

28. Huma proposti tliet disinji tat-test, abbazi tar-rakkomandazzjonijiet li jirrizultaw minn ring test ichor (Test tar-
riproduzzjoni tal-enkitraeidi (22)). L-adegwatezza generali ta’ dawn id-disinji kollha kienet ikkonfermata mill-
ezitu tal-validazzjoni ta’ H. aculeifer.

29. Fl-istabbiliment tal-medda ta’ koncentrazzjonijiet, wiehed ghandu jzomm fmohhu dan li gej:

— Ghad-determinazzjoni tal-EC, (ez. EC,,, ECs,), ghandhom jigu ttestjati tnax-il koncentrazzjoni. Huma
rakkomandati tal-inqas zewg repliki ghal kull konc¢entrazzjoni u sitt repliki ta’ kontroll. Il-fattur specifiku
jista’ jvarja, jigifieri ugwali ghal 1,8 jew inqas minnu fil-medda tal-effett mistennija u iktar minn 1,8 fl-
oghla u l-inqas koncentrazzjonijiet.

— Ghad-determinazzjoni tal-NOEC, ghandhom jigu ttestjati tal-inqas hames koncentrazzjonijiet fserje
geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull koncentrazzjoni tat-test flimkien ma’ tmien
kontrolli. Il-koncentrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jaqbizx 2,0.

— Approc¢ ikkombinat jippermetti d-determinazzjoni kemm tal-NOEC kif ukoll tal-EC,. Ghandhom jintuzaw
tmien koncentrazzjonijiet ta’ trattament fserje geometrika. Huma rakkomandati erba’ repliki ghal kull
trattament flimkien ma’ tmien kontrolli. Il-koncentrazzjonijiet ghandhom jigu spazjati b'fattur li ma jagbizx
1,8.

Test tal-limitu

30. Jekk ma jigu osservati ebda effetti fl-oghla koncentrazzjoni fit-test tas-sejba tal-medda (jigifieri 1 000 mg/kg ta’
piz xott tal-hamrija), it-test tar-riproduzzjoni finali jitwettaq bhala test tal-limitu, permezz ta’ koncentrazzjoni
tat-test ta’ 1 000 mg/kg ta’ piz xott tal-hamrija. Test tal-limitu sejjer jipprovdi l-opportunita biex juri li -NOEC
jew I-EC,, ghar-riproduzzjoni hija ikbar mill-kon¢entrazzjoni tal-limitu filwaqt li jitnaggas in-numru ta’ dud
uzat fit-test. Ghandhom jintuzaw tmien repliki kemm ghall-hamrija ttrattata kif ukoll il-kontroll.

Durata u kejliet tat-test

31. Ghandha tigi rregistrata kwalunkwe differenza osservata fl-imgiba u l-morfologija tad-dud fil-kontroll u r-
recipjenti ttrattati.

32. Fl-14-il jum id-dud li baga’ haj jigi estratt mill-hamrija permezz ta’ estrazzjoni bis-shana/dawl jew b’metodu
xieraq iehor (ara l-Appendici 5). In-numru ta’ frieh (jigifieri larvi, protonimfi u dewtonimfi) u adulti jinghaddu
separatament. Kwalunkwe dudu rqiq i ma jinstabx fdan il-hin ghandu jigi rregistrat bhala mejjet, peress li
wiehed jassumi i tali dud miet u ddekompona qabel il-valutazzjoni. L-efficjenza tal-estrazzjoni ghandha tkun
ivvalidata darba jew darbtejn fsena fil-kontrolli b'numru maghruf ta’ adulti u frieh. L-efficjenza ghandha tkun
iktar minn 90 % bhala medja kkombinata ghall-istadji tal-izvilupp kollha (ara I-Appendici 5). L-ghadd ta’ adulti
u frieh mhumiex aggustati ghall-effi¢cjenza.

DEJTA U RAPPORTAR
Trattament tar-rizultati

33. Informazzjoni dwar il-metodi statistici li jistghu jintuzaw ghall-analizi tar-rizultati tal-ittestjar tinghata fil-
paragrafi 36 sa 41. Barra minn hekk, ghandu jigi kkonsultat id-Dokument 54 tal-OECD dwar 1-‘Approcci
Attwali fl-Analizi Statistika tad-Dejta dwar I-Ekotossicita: Gwida ghall-Applikazzjoni’ (31).

34. Il-punt ta’ tmiem ewlieni tat-test hija l-produzzjoni riproduttiva, hawnhekk in-numru ta’ frieh prodotti fkull
recipjent tat-test tar-replikat (b'10 nisa adulti introdotti). L-analizi statistika tehtieg il-medja aritmetika (X) u 1-
varjanza (s?) ghall-produzzjoni riproduttiva li ghandha tigi kkalkolata ghal kull trattament u ghal kull kontroll.
X u s? jintuzaw ghall-proceduri ANOVA bhat-test t tal-Istudent, it-test ta’ Dunnett, jew it-test ta’ Williams kif
ukoll ghall-kalkolu ta’ intervalli ta’ kunfidenza ta’ 95 %.

Nota: Dan il-punt ta’ tmiem ewlieni huwa ekwivalenti ghall-fekondita mkejla bhala n-numru ta’ frieh hajjin
prodotti matul it-test diviz min-numru ta’ nisa parentali introdotti fil-bidu tat-test.
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35. In-numru ta’ nisa li baqghu hajjin fil-kontrolli mhux ittrattati huwa kriterju ta’ validita ewlieni u ghandu jigi
ddokumentat. Bhal fit-test tas-sejba tal-medda, is-sinjali ta’ hsara l-ohra kollha ghandhom jigu rregistrati fir-
rapport finali wkoll.

EC

X

36. Il-valuri EC, inkluz il-limiti ta’ kunfidenza baxxi u superjuri assocjati taghhom ta’ 95 % ghall-parametru deskritt
fil-paragrafu 34 huma kkalkolati permezz ta’ metodi statistici xierqa (ez. analizi probit, funzjoni logistika jew
Weibull, metodu Spearman-Karber trimmjat jew interpolazzjoni semplici). EC, tinkiseb billi jiddahhal valur
korrispondenti ghal x % tal-medja ta’ kontroll fl-ekwazzjoni misjuba. Biex tigi kkalkolata I-EC;, jew kwalunkwe
EC,, il-medji ghal kull trattament (x) ghandhom ikunu soggetti ghal analizi tar-rigressjoni.

NOEC/LOEC

37. Jekk analizi statistika hija mahsuba biex tistabbilixxi I-NOEC/LOEC, hija mehtiega statistika ghal kull recipjent
(recipjenti individwali jitgiesu repliki). Ghandhom jintuzaw metodi statisti¢i xierqa (skont id-Dokument tal-
OECD 54 dwar 1-Approcci Attwali fl-Analizi Statistika tad-Dejta Ekotossika: Gwida ghall-Applikazzjoni). Bmod
generali, l-effetti avversi tal-oggett tal-ittestjar meta mqabbel mal-kontroll huma investigati permezz ta’ ttestjar
tal-ipotezijiet (izghar) bi tmiem wiehed f'p < 0,05. Ezempji jinghataw fil-paragrafi li gejjin.

38. Id-distribuzzjoni normali tad-dejta tista’ tigi ttestjata ez. bit-test tat-tjubija tal-adattament ta’ Kolmogorov-
Smirnov, it-Test tal-proporzjon tad-devjazzjoni tal-medda mill-istandard (R[s-test) jew it-test Shapiro-Wilk
(zewg nahat, p < 0,05). Biex tigi ttestjata l-varjanza tal-omogenita jistghu jintuzaw it-test ta’ Cochran, it-test ta’
Levene jew it-test ta’ Bartlett, (b’zewg nahat, (p < 0,05). Jekk il-prerekwiziti tal-proceduri tal-ittestjar
parametriku (in-normalita, l-omogenita tal-varjanza) jigu ssodisfati, tista’ titwettaq Analizi tal-Varjanza
(ANOVA) b'Direzzjoni wahda u testijiet ta’ tqabbil b'diversi paraguni sussegwenti. Paraguni multipli (ez. test-t
ta’ Dunnett) jew testijiet ta’ tendenza rigressiva (ez. test ta’ Williams fil-kaz ta’ relazzjoni monotona bejn bejn
id-doza u r-rispons) jistghu jintuzaw biex jigi kkalkolat jekk hemmx differenzi sinifikanti (p < 0,05) bejn il-
kontrolli u d-diversi koncentrazzjonijiet tal-oggetti tal-ittestjar (l-ghazla tat-test rakkomandat skont id-
Dokument tal-OECD 54 dwar l-Approcci Attwali fl-Analizi Statistika tad-Dejta dwar I-Ekotossicita: Gwida
ghall-Applikazzjoni). Inkella, ghandhom jintuzaw metodi mhux parametrici (ez. it-test-U ta’ Bonferroni skont
it-test ta’ tendenza ta’ Holm jew Jonckheere-Terpstra) biex jigu ddeterminati I-NOEC u I-LOEC.

Test tal-limitu

39. Jekk jitwettaq test tal-limitu (tqabbil tal-kontroll u trattament wiched biss) u jigu ssodisfati l-prerekwiziti tal-
proceduri tat-test parametriku (in-normalita, l-omogenita), ir-risponsi metrici jistghu jigu evalwati mit-Test ta’
Student (test-t). Jista’ jintuza t-test-t tal-varjanza mhux ugwali (test-t ta’ Welch) jew test mhux parametriku,
bhat-test-U ta” Mann-Whitney, jekk dawn ir-rekwiziti ma jigux issodisfati.

40. Biex jigu ddeterminati differenzi sinifikanti bejn il-kontrolli (kontroll u kontroll tas-solvent), ir-repliki ta’ kull
kontroll jistghu jigu ttestjati kif deskritt ghat-test tal-limitu. Jekk dawn it-testijiet ma jidentifikawx differenzi
sinifikanti, ir-repliki tal-kontroll u tal-kontrolli tas-solventi kollha jistghu jigu raggruppati. Inkella t-trattamenti
kollha ghandhom jitqabblu mal-kontroll tas-solvent.

Rapport tat-test

41. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi tal-inqas l-informazzjoni li gejja:
— Sustanza kimika tat-test

— l-identita tas-sustanza kimika tat-test, l-isem, il-lott, in-numru tal-lott u CAS, il-purita;

— il-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika tat-test (ez. il-log K, is-solubilita fl-ilma, il-pressjoni tal-
fwar, il-kostanti ta’ Henry (H) u idealment informazzjoni fuq l-ezitu tas-sustanza kimika tat-test fil-
hamrija).

— Organizmi tat-test
— identifikazzjoni u fornitur tal-organizmi tal-ittestjar, deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tal-kulturi;

— medda ta’ etajiet tal-organizmi tal-ittestjar.
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— Kundizzjonijiet tat-test

— deskrizzjoni tad-disinn u l-procedura sperimentali;

— dettalji tal-preparazzjoni ghall-hamrija tal-ittestjar; specifikazzjoni ddettaljata jekk tintuza hamrija
naturali (origini, storja, distribuzzjoni tad-dags tal-frak, pH, kontenut tal-materja organika u jekk tkun
disponibbli 1-klassifikazzjoni tal-hamrija)

— il-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima tal-hamrija;

— deskrizzjoni tat-teknika uzata biex tigi applikata s-sustanza kimika tat-test lill-hamrija;

— dettalji tas-sustanzi kimici awziljari uzati ghall-ghoti tas-sustanza kimika tat-test;

— id-dagqs tar-recipjenti tat-test u l-massa xotta tal-hamrija tat-test ghal kull recipjent;

— kundizzjonijiet tat-test: intensita tad-dawl, durata tac-cikli tad-dawl u d-dlam, it-temperatura;

— deskizzjoni tar-regim ta’ taghlif, it-tip u l-ammont ta’ ikel uzat fit-test, id-dati ta’ taghlif;

— il-pH u l-kontenut tal-ilma tal-hamrija fil-bidu u matul it-test (kontroll u kull trattament)

— deskrizzjoni ddettaljata tal-metodu ta’ estrazzjoni l-effi¢jenza tal-estrazzjoni.

— Rizultati tat-test

— in-numru ta’ frich iddeterminat fkull re¢ipjent tat-test fi tmiem it-test;

— in-numru ta’ nisa adulti u l-mortalita tal-adulti (%) fkull recipjent tat-test fi tmiem it-test

— deskrizzjoni tas-sintomi ovvji jew bidliet distinti fl-imgiba;

— ir-rizultati miksuba bis-sustanza kimika tat-test ta’ referenza;

— statistika fil-qosor (EC, ufjew NOEC) inkluz limiti ta’ kunfidenza ta’ 95 % u deskrizzjoni tal-metodu tal-
kalkolu;

— plott tar-relazzjoni bejn il-koncentrazzjoni u r-rispons;

— devjazzjonijiet mill-proceduri deskritti fdan il-metodu ta’ ttestjar u kwalunkwe okkorrenza mhux tas-
soltu matul it-test.
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Appendiéi 1

Definizzjonijiet

Id-definizzjonijiet li gejjin huma applikabbli ghal dan il-metodu ta’ ttestjar (Pdan it-test il-koncentrazzjonijiet tal-
effetti kollha huma espressi bhala massa tas-sustanza kimika tat-test skont il-massa xotta tal-hamrija tat-test):

Sustanza kimika tfisser sustanza jew tahlita

NOEC (koncentrazzjoni bla effett osservat) hija l-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fejn mhuwa osservat
ebda effett. Fdan it-test, il-koncentrazzjoni li tikkorrispondi ghall-NOEC, ma ghandha ebda effett statistikament
sinifikanti (p < 0,05) fperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqgabbel mal-kontroll.

LOEC (il-koncentrazzjoni bl-inqas effett osservat) hija l-inqas koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika li ghandha effett
statistikament sinifikanti (p < 0,05) Pperjodu ta’ espozizzjoni partikolari meta mqgabbel mal-kontroll.

EC, (koncentrazzjoni tal-effett ghal effett ta’ x %) hija l-koncentrazzjoni li tikkawza effett ta’ x % fuq l-organizmi tat-
test fperjodu ta’ espozizzjoni meta mqabbla ma’ kontroll. Perezempju, EC,, hija koncentrazzjoni stmata li tikkawza
effett fuq il-punt ta’ tmiem l-ittestjar £50 % ta’ popolazzjoni esposta fuq perjodu ta’ espozizzjoni ddefinit.

Sustanza Kimika tat-Test hija sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar.
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Appendici 2

Determinazzjoni tal-kapacita ta’ zamma tal-ilma massima tal-hamrija

II-metodu li gej ghad-determinazzjoni tal-kapacitd ta’ Zamma massima tal-ilma tal-hamrija huwa kkunsidrat bhala
xieraq. Huwa deskritt fl-Anness C tal-ISO DIS 11268-2 (Kwalita tal-Hamrija — Effetti tas-sustanzi li jniggsu fuq il-
hniex (Eisenia fetida). Parti 2: Determinazzjoni tal-effetti fuq ir-riproduzzjoni (23)).

Igbor kwantita ddefinita (ez. 5 g) tas-sottostrat tal-hamrija tal-ittestjar permezz ta’ apparat ta’ kampjunar xieraq (tubu
tal-auger ecc.). Ghatti l-qiegh tat-tubu b'bicca karta filtru mimlija bl-ilma u mbaghad gieghda fuq xtelliera fbanju-
marija. It-tubu ghandu jiddahhal gradwalment sakemm il-livell tal-ilma jkun iktar mill-parti ta’ fuq tal-hamrija.
Imbaghad ghandu jithalla fl-ilma ghal madwar tliet sighat. Peress li mhux Il-ilma kollu assorbit mill-kapillari tal-
hamrija jista’ jinzamm, il-kampjun tal-hamrija ghandu jithalla jitbattal ghal perjodu ta’ saghtejn billi tpoggi t-tubu
fuq saff ta’ ramel kwarzuz mithun irqiq, imxarrab hafna gewwa recipjent mghotti (biex jigi evitat li jinxef). II-
kampjun ghandu mbaghad jintizen, jitnixxef ghal massa kostanti £105 °C. Il-kapacita ta’ zamma tal-ilma (WHC)
imbaghad tista’ tigi kkalkolata kif gej:

WHC ( f % ta’ massa xotta) = S-T-D 190

Fejn:
S = sottostrat saturat bl-ilma + massa tat-tubu + massa tal-karta filtru
T = gulbiena (massa tat-tubu + massa tal-karta filtru)

D = massa xotta tas-sottostrat
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Appendiéi 3

Determinazzjoni tal-pH tal-hamrija

II-metodu li gej ghad-determinazzjoni tal-pH tal-hamrija huwa bbazat fuq id-deskrizzjoni moghtija fISO DIS 10390:
Kwalita tal-Hamrija — Determinazzjoni tal-pH (16).

Kwantita ddefinita ta’ hamrija titnixxef ftemperatura tal-kamra ghal tal-inqas 12-il siegha. Imbaghad issir sospensjoni
tal-hamrija (li fiha tal-inqas 5 grammi ta’ hamrija) fhames darbiet il-volum taghha ta’ soluzzjoni ta’ 1 M ta’ klorur
tal-potassju ta’ grad analitiku (KCI) jew soluzzjoni ta’ 0,01 M ta’ klorur tal-kal¢ju ta’ grad analitiku (CaCl,). Is-
sospensjoni mbaghad tithallat sew ghal hames minuti u mbaghad tithalla toqghod ghal tal-inqas saghtejn izda mhux
ghal iktar minn 24 siegha. Il-pH tal-fazi likwida mbaghad jitkejjel permezz ta’ miter tal-pH li gie kkalibrat qabel kull
kejl permezz ta’ serje xierqa ta’ soluzzjonijiet tal-bafer (ez. pH 4,0 u 7,0).
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Trobbija ta’ (Geolaelaps ) aculeifer, dud tal-ikel u sinkronizzazzjoni tal-kultura

Trobbija ta’ Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

I-kulturi jistghu jinzammu frecipjenti tal-plastik jew vazetti tal-hgieg mimlija b'tahlita (9:1) ta’ plaster bil-gibs ta’
Paris | trab tal-faham. Il-gibs jista’ jinzamm umdu billi jizdiedu ftit qtar ta’ ilma distillat jew dejonizzat jekk ikun
mehtieg. It-temperaturi tat-trobbija huma ottimali bejn 20 * 2 °C, regim fid-dawl | dlam mhuwiex rilevanti ghal din
l-ispeci. I-priza tista’ tkun dud Typrophagus putrescentiae jew Caloglyphus sp.(id-dud tal-ikel ghandu jigi
mmaniggjat b'attenzjoni peress li jista’ jikkawza allergiji fil-bnedmin), izda nematodi, enkitraeidi u kollembolani
huma adattati wkoll bhala priza. Is-sors taghhom ghandu jigi rregistrat. L-izvilupp tal-popolazzjoni jista’ jibda b’mara
wahda peress li l-irgiel jizviluppaw fbajd mhux fertilizzat. Il-generazzjonijiet jikkoinc¢idu hafna. Mara tista’ tghix tal-
inqas 100 jum u tista’ tbid madwar 100 bajda matul il-hajja taghha. Rata ta’ bidien massima tintlahaq bejn 1-10 u I-
40 jum (wara li jsiru adulti) u tammonta ghal 2,2 nisa tal-bajd-! jum~'. Iz-zmien ta’ zvilupp minn bajda ghal mara
adulta huwa madwar 20 jum £20 °C. Iktar minn kultura wahda ghandha tigi tinzamm minn qabel.

Trobbija ta’ Typrophagus putrescentiae:

Id-dud jinzamm frecipjent tal-hgieg mimli bi trab irqiq tal-hmira tal-birreriji li jitqieghed fbarmil tal-plastik mimli
b'soluzzjoni KNO, sabiex jigi evitat li jahrab. Id-dud tal-ikel jitqieghed fuq wic¢ dan it-trab. Wara, jithallat
battenzjoni mat-trab (li ghandu jitbiddel darbtejn fil-gimgha) permezz ta’ spatula.

Sinkronizzazzjoni tal-kultura:

Il-kampjuni li jintuzaw fit-test ghandhom ikunu tal-istess eta (ca. 7 ijiem wara l-ilhuq tal-istadju adult). Ftemperatura
ta’ trobbija ta’ 20 °C, din tintlahaq billi

Ittasferixxi n-nisa lejn recipjent tat-trobbija u zid bizzejjed ikel
— Halli jumejn sa tliet ijiem ghall-bidien tal-bajd, nehhi n-nisa

— Hu n-nisa adulti ghall-ittestjar bejn it-28 u 1-35 jum wara li tibda tqieghed l-adulti nisa frecipjenti ta’ trobbija
nodfa.

In-nisa adulti jistghu jintgharfu facilment mill-irgiel u stadji ta’ zvilupp ohra mid-dags ikbar, il-forma minfuha u t-
tarka dorsali kannella taghhom (l-irgiel huma irqaq u ¢atti), in-nisa immaturi jkunu bojod ghal kulur il-krema. L-
izvilupp tad-dud isegwi bejn wiehed u iehor il-mudell deskritt hawn taht £20 °C (figura): Bajda 5 ijiem, Larva jumejn,
Protonimfa 5 ijiem, Dewtonimfa 7 ijiem, perjodu ta’ qabel il-bidien tal-mara jumejn. Wara, id-dud isir adult.

Figura

Zvilupp ta’ Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer £20 °C. (tnehhija = nisa uzati ghat-test)
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L-annimali tal-ittestjar adulti jitnehhew mill-kultura sinkronizzata u introdotti fir-recipjenti tat-test bejn it-28 u I-
35 jum wara li I-nisa genituri jkunu bdew ibidu l-bajd (jigifieri 7 — 14-il jum wara li saru adulti). Dan jizgura li I-
annimali tal-ittestjar diga jkunu ghaddew mill-perjodu ta’ preovipozizzjoni u tghammru ma’ rgiel li diga jinsabu fir-
recipjent tal-kultura. Osservazzjonijiet fil-kulturi tal-laboratorju jissuggerixxu li n-nisa jitghammru ezatt jew ftit wara
li jsiru adulti jekk ikun hemm l-irgiel (Ruf, Vaninnen, pers. obs.). I-perjodu ta’ sebat ijiem jintghazel biex jiffacilita 1-
integrazzjoni fir-rutina tal-laboratorju u biex joffri protezzjoni kontra l-varjabbilta tal-izvilupp individwali fost id-
dud. I-bidien ghandu jinbeda b'tal-ingas l-istess numru ta’ nisa li huma eventwalment mehtiega ghat-test (Jekk
perezempju jkunu mehtiega 400 mara fit-test, tal-inqas 400 mara ghandhom jithallew ibidu l-bajd ghal minn jumejn
sa tlett ijiem. Tal-inqas 1 200 bajda ghandhom ikunu l-punt ta’ bidu ghall-popolazzjoni sinkronizzata (proporzjon
tas-sess madwar 0,5, mortalita madwar 0,2). Biex jigi evitat il-kannibalizmu, huwa iktar fattibbli li ma jinzammux
iktar minn 20-30 mara li jbidu 1-bajd frecipjent wiehed.
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Metodi ta’ estrazzjoni

Ghal mikroartropodi, estrazzjoni bis-shana hija metodu xieraq ghal kampjuni separati mill-hamrija | sottostrat (ara 1-
figura ta’ hawn taht). II-metodu huwa bbazat fuq l-attivita tal-organizmi, b’hekk il-kampjuni mobbli biss sejjer
ikolthom il-possibbilta li jigu rregistrati. Il-prin¢ipju tal-estrazzjoni bis-shana huwa li jaghmel l-kundizzjonijiet ghall-
organizmi gradwalment aghar fil-kampjun, biex b’hekk jitilqu mis-sottostrat u jaqghu flikwidu ta’ ffissar (ez. etanol).
II-punti krugjali huma d-durata tal-estrazzjoni u l-gradjent ta’ kundizzjonijiet tajbin sa moderati sa hziena ghall-
organizmi. Id-durata tal-estrazzjoni ghat-testijiet ekotossikologici ghandha tkun kemm jista’ jkun qasira, peress li
kwalunkwe tkabbir fil-popolazzjoni matul il-hin tal-estrazzjoni jiffalsifika r-rizultati. Min-naha l-ohra, it-temperatura
u l-kundizzjonijiet ta’ umdita fil-kampjun ghandhom dejjem ikunu fmedda li thalli lid-dud jiccaglag. It-tishin ta’
kampjun tal-hamrija jwassal ghat-tnixxif ta’ sottostrat. Jekk it-tnixxif ikun rapidu wisq, xi dud jaf ukoll jinxef qabel
ikun irnexxilu jahrab.

Ghalhekk, hija proposta l-procedura li gejja (24) (25):

Apparat: Lembut Tullgren jew metodi paragunabbli bhal ez. McFadyen (tishin minn fuq, il-kampjun jitpogga fuq
lembut)

Regim ta’ tishin: 25 °C ghal 12-il siegha, 35 °C ghal 12-il siegha, 45 °C ghal 24 siegha (total ta’ 48 siegha). It-
temperatura ghandha titkejjel fis-sottostrat.

Likwidu ta’ ffissar: 70 % etanol

Dettalji: Hu l-kunjett tal-hgieg li ntuza ghat-test. Nehhi l-ghatu u dawwar bicca xibka jew drapp madwar il-ftuh. It-
tessut ghandu jkollu daqs tax-xibka ta’ 1,00 sa 1,5 mm. Wahhal id-drapp b’lasktuwa. Bil-mod dawwar il-kunjett rasu
1 isfel u gieghdu fl-apparat tal-estrazzjoni. It-tessut iwaqgaf is-sottostrat milli joqghod iqattar fil-likwidu ta’ ffissar
izda jippermetti lid-dud jitlaq mill-kampjun. Ibda r-regim ta’ tishin wara li tkun dahhalt il-kunjetti kollha. Temm 1-
estrazzjoni wara 48 siegha. Nehhi l-kunjetti ta’ ffissar u ghodd id-dud permezz ta’ mikroskopju tat-tnixxif.

L-efficjenza fl-estrazzjoni tal-metodu maghzul ghandha tkun giet ipprova darba jew darbtejn fis-sena permezz tar-
recipjenti li jkun fihom numru maghruf ta’ friech u dud adult mizmuma fsottostrat tat-test mhux ittrattat. L-
effi¢jenza ghandha tkun > 90 % mill-medja kkombinata ghall-istadji tal-izvilupp kollha.

Apparat ta’ estrazzjoni tat-tip Tullgren
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Kif tipprepara I-kunjett tat-test wara li jintemm it-test, qabel l-estrazzjoni
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Identifikazzjoni ta’ Hypoaspis (Geolaelaps ) aculeifer

Sottoklassi/ordni/sotto-ordni: Familja: Gene/sottogene/specji:

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Awtur u Data: | F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23 January 2007

Letteratura Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
uzata: 2nd revised edition: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: 400pp.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 pp.

Karatteristici | Tektum b’tarf tas-snin tond; skanalaturi ipostomali b’iktar minn 6 snin zghar; setae dorsali tad-
deterministici: | denb ta’ Z4 mhux twil hafna; setae setiform dorsali; kisi genitali normali, mhux imkabbar hafna
u li ma jilhaqx il-kisja anali; nofs ta’ wara tal-kisja dorsali minghajr setae mhux abbinati; saqajn II
u IV b’xi macrosetae hoxnin; seta dorsali Z5 madwar darbtejn itwal minn J5; numru fiss ta’ cheli-
cera bi 12-14-il sinna u numru mobbli b2 sinniet; Idiosoma b'tul ta’ 520-685 pm.

Hypoaspis miles jintuza wkoll fil-kontroll bijologiku u jista’ jithawwad ma’ H. aculeifer. Id-diffe-
renza ewlenija hija:

H. miles jaghmel parti mis-sottogeneru Cosmolaelaps u ghandu setae dorsali qisu sikkina filwaqt
li H. aculeifer jaghmel parti mis-sottogeneru Geolaelaps u ghandu setae dorsali setiform.

Hypoaspis aculeifer LegIV (female) Hypoaspis aculeifer,
Tipingijiet originalo ta’ F. Faraji tarka dorsali b’setas karatteristici
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Informazzjoni bazika dwar il-bijologija ta’ Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Hypoaspis aculeifer jaghmel parti mill-familja Lealapidae, ordni Acari (dud), klassi Arachnida, tribui Arthropoda. Dawn
jghixu fkull tip ta’ hamrija u jieklu dud ichor, nematodi, enkitraeidi u kollembolani (26). Fkaz ta’ nuqqas ta’ ikel,
dawn jeqilbu ghall-kannibalizmu (27). Id-dud predatorju jitqassam f'segmenti fidiosoma u gnatosoma. Distinzjoni
cara bejn idjosoma fil-prosoma (ras) u opistosoma (addome) ma tezistix. Il-gnatosoma (kisja tar-ras) fiha l-istrumenti
ghat-taghlif bhal palps u chelicera. Il-chelicers jitqassmu fi tliet partijiet u jkollhom snin twal bil-ponta b'ghamliet
differenti. Minbarra l-ingestjoni, l-irgiel juzaw il-chelicers taghhom principalment biex jittrasferixxu l-ispermatofori
lin-nisa. Kisja dorsali tkopri kwazi kompletament l-idjosoma. Parti kbira mill-idiosoma tal-mara hija okkupata mill-
organi riproduttivi, li huma b'mod partikolari evidenti ftit qabel ma jbidu l-bajd. Fuq iz-zaqq, jistghu jinstabu zewg
kisjiet, il-kisja sternali u dik genitali. Is-saqajn kollha jigu pprovduti blanzit u xewk. Il-lanzit jintuza biex ikunu
jistghu jehlu meta jimxu fuq wic¢ il-hamrija jew go fiha. L-ewwel par saqajn juzawhom princ¢ipalment bhala antenni.
It-tieni par sagajn ma juzawhomsx biss biex jictaqalqu izda anki biex jifgghu l-priza. Ix-xewk tar-raba’ par jista’ jservi
bhala protezzjoni kif ukoll ‘mutur ghac-caqliq’ (28). L-irgiel huma twal 0,55 — 0,65 mm u jiznu 10 — 15 pg. In-
nisa huma twal 0,8 — 0,9 mm u jiznu 50 — 60 pg (8) (28) (Fig 1).

Fig. 1

In-nisa, l-irgiel, il-protonimfa u llarvi ta’ H. aculeifer.

F23 °C, id-dud isir sesswalment matur wara 16-il jum (nisa) u 18-il jum (irgiel), rispettivament (6). In-nisa jgorru l-
isperma fis-solenostom fejn imbaghad sejrin jigu ttrasferiti lejn l-ovar. Fl-ovar l-isperma timmatura u sejrin jinhaznu.
[l-fertilizzazzjoni ssir biss wara l-maturazzjoni tal-isperma fl-ovar. In-nisa sejrin ibidu l-bajd fertilizzat jew mhux
fertilizzat fcapep jew b'mod separat, preferibbilment fi xquq jew toqob. In-nisa li ghaddew minn kopulazzjoni
jistghu jgorru frieh taz-zewg sessi, filwaqt li minn bajd tan-nisa li ma ghaddewx minn kopulazzjoni sejrin ifaqgsu
frieh irgiel biss. Biex isiru adulti, dawn iridu jghaddu minn erba’ fazijiet (bajda — larva, larva — protonimfa,
protonimfa — dewtonimfa, dewtonimfa — adult).

Il-bajda tkun ta’ kulur abjad bhall-halib, jjalina, ellissa u b’tul ta’ madwar 0,37 mm b’mantell solidu. Skont (8), il-larvi
ghandhom dags ta’ bejn 0,42 — 0,45 mm. Dawn ghandhom biss tliet pari saqajn. Fil-parti tar-ras, jizviluppaw
chelicers u palps. I-chelicers, li jkollhom xi ftit snin zghar (denticles), jintuzaw biex ikunu jistghu johorgu mill-bajda.
Wara l-ewwel tqaxxir, bejn jum u jumejn wara t-tfaqqgis, jigu zviluppati l-protonymphs. Dawn huma bojod ukoll,
b'dags ta’ 0,45 — 0,62 mm (8) u ghandhom erba’ pari saqajn. Fuq il-chelicers, is-snin ikunu jidhru kompletament.
Meta jinghata bidu ghal dan l-istadju, id-dud jibda jaghlef. Ghal din ir-raguni l-kutikula tal-priza tittaqgab bil-
chelicers u tiddahhal sekrezzjoni ghal digestjoni intestinali zejda fil-priza. Il-maxx tal-ikel tista’” mbaghad tigi
mirdugha mid-dudu. Il-chelicers jistghu jintuzaw ukoll biex jitqatghu frak ikbar minn bicciet tal-ikel (28). Wara
tqaxxir iehor, jigu zviluppati d-dewtonimfi. Dawn ikollhom dags ta’ 0,60 — 0,80 mm (8) u bkulur isfar ghal
kannella car. Meta jinghata bidu ghal din il-fazi, dawn jistghu jigu separati fnisa u rgiel. Wara tqaxxir iehor, li matulu
l-annimali huma inattivi u tkun gieghda tizviluppa l-kisja kannella (wara madwar 14-il jum), id-dud isir adult (28)
(29) (30). It-tul ta’ hajja taghhom huwa bejn 48 u 100 jum 25 °C (27).
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Sommarju u skeda taz-zmien tal-azzjonijiet ewlenin li ghandhom jittiehdu sabiex jitwettaq it-

test ta’ Hypoaspis

Zmien (jiem)
bidu tat-test = jum 0

Attivita | kompitu

Jum - 35 Ittrasferixxi n-nisa mill-kultura ewlenija lejn recipjenti nodfa biex tibda s-sinkronizzaz-
sa— 28 zjoni
jumejn wara: nehhi n-nisa
darbtejn jew tliet darbiet fil-gimgha: fornihom b'bizzejjed ikel
Jum = 5 (+/-2) Ipprepara l-hamrija artificjali
Jum — 4 (+/-2) Iddetermina d-WHC tal-hamrija artificjali
Nixxef mal-lejl
Il-jum li jmiss: izen il-kampjuni u kkalkola d-WHC
Jum — 4 (+/-2) Xarrab minn qabel il-hamrija artifi¢jali biex tilhag 20 — 30 % ta’ WHC
Jum 0 Ibda t-test: zid is-sustanza kimika tat-test mal-hamrija artificjali

Introduci 10 nisa fkull replikat
Izen kull replikat

Stabbilixxi kontrolli abjoti¢i ghall-kontenut ta’ umdita u l-pH, 2 repliki ghal kull tratta-
ment

Nixxef il-kontrolli tal-umdita mal-lejl
I-jum li jmiss: izen il-kontrolli tal-umdita

Il-jum li jmiss: kejjel il-pH tal-kontrolli abjoti¢i mnixxfa

Jum 3, 6, 9, 12 (madwar)

Forni kull replikat b’ammont suffi¢jenti ta’ organizmi tal-priza

Izen kull replikat u eventalment zid ilma evaporat

Jum 14

Spicca t-test, stabbilixxi l-estrazzjoni bir-repliki kollha flimkien mal-kontrolli tal-effi¢-
jenza tal-estrazzjoni

Nixxef il-kontrolli ta’ kontenut ta’ umdita mal-lejl
Il5jum li jmiss: izen il-kontrolli ta’” kontenut ta’ umdita

I-jum li jmiss: kejjel il-pH tal-kontrolli abjoti¢i mnixxfa

Jum 16

Ittermina l-estrazzjoni

Jum 16 +

Irregistra n-numru ta’ adulti u frieh fil-materjal estratt
Irrapporta r-rizultati fuq it-tabelli ta’ mudell

Irrapporta l-procedura tal-ittestjar fl-iskedi tal-protokoll tat-test
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C.37. ASSAGG FUQ 21 JUM TAL-HUT: SKRINJAR FUQ PERJODU QASIR GHAL ATTIVITA
ESTROGENIKA U ANDROGENIKA, U INIBIZZJONI TAL-AROMATAZI

INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 230 tal-OECD (2009). Il-htiega li jigi
zviluppat u vvalidat assagg tal-hut li jkun jista’ jidentifika certi sustanzi kimici attivi fis-sistema endokrinali gejja
mit-thassib li l-livelli ambjentali tas-sustanzi kimici jistghu jikkawzaw effetti avversi kemm fil-bnedmin kif ukoll
fl-organizmi slavag minhabba l-interazzjoni ta’ dawn is-sustanzi kimi¢i mas-sistema endokrinali. FI-1998, I-
OECD bdiet attivita ta’ prijorita gholja biex tirrevedi l-linji gwida ezistenti u tizviluppa linji gwida godda ghall-
iskrinjar u lttestjar ta’ sustanzi li potenzjalment ifixklu s-sistema endokrinali. Element minnhom tal-attivita
kien li tigi zviluppata Linja Gwida tat-Test ghall-iskrinjar ta’ sustanzi kimici attivi fis-sistema endokrinali tal-
ispeci tal-hut. L-Assagg fuq 21 jum tal-Iskrinjar tas-Sistema Endokrinali tal-Hut ghadda minn programm
estensiv ta’ validazzjoni li jikkonsisti fi studji interlaboratorji b’sustanzi kimi¢i maghzula biex jintwerew ir-
rilevanza u l-affidabbilta tal-assagg fid-detezzjoni ta’ sustanzi kimici estrogenici u li jinibixxu l-aromatazi (1, 2,
3, 4, 5) fit-tliet specijiet ta’ hut investigati (il-karpjun buras, il-medaka Gappuniza u z-zebra); id-detezzjoni ta’
attivita androgenika hija possibbli fil-karpjun buras u fil-medaka, izda mhux fiz-zebra. Dan il-metodu ta’ ttestjar
ma jippermettix id-detezzjoni ta’ sustanzi kimi¢i antiandrogenici. Il-hidma ta’ validazzjoni giet riveduta
permezz ta’ evalwazzjoni bejn il-pari minn bord ta’ esperti mahtura mill-Koordinaturi Nazzjonali tal-Programm
tal-Linji Gwida tat-Test (6). L-assagg mhuwiex imfassal biex jidentifika mekkanizmi specifici ta’ tfixkil ormonali
peress li l-annimali tat-test ghandhom assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali (HPG) intatta, li jista’ jkollha rispons
ghal sustanzi kimi¢i i ghandhom impatt fuq l-assi HPG flivelli differenti. L-assagg tar-Riproduzzjoni tal-Hut
Fuq Zmien Qasir (TG 229 tal-OECD) jinkludi I-fekondita u, kif xieraq, l-istopatologija gonadali ghall-karpjun
buras, kif ukoll il-punti ta’ tmiem kollha inkluzi fdan il-metodu ta’ ttestjar. It-TG 229 tal-OECD jipprovdi
skrinjar tas-sustanzi kimici li jaffettwaw ir-riproduzzjoni permezz ta’ mekkanizmi varji inkluzi l-modalitajiet
endokrinali. Dan ghandu jigi kkunsidrat qabel ma jintaghzel l-aktar metodu xieraq ta’ ttestjar.

2. Dan il-metodu ta’ ttestjar jiddeskrivi assagg ta’ skrinjar in vivo li fih hut maskili sesswalment matur u hut
femminili li jkun ged ibid jinzammu flimkien u jigu esposti ghal sustanza kimika matul sehem limitat mic¢-¢iklu
tal-hajja taghhom (21 jum). Fi tmiem il-perjodu ta’ espozizzjoni ta’ 21 jum, skont l-ispeci li tkun qed tintuza,
jitkejjel punt ta’ tmiem bijomarkatur wiehed jew tnejn fl-irgiel u n-nisa bhala indikatur ta’ inibizzjoni
estrogenika, tal-aromatazi jew tal-attivita androgenika tas-sustanza kimika tat-test; dawn il-punti ta’ tmiem
huma l-vitellogenina u l-karatteristici sesswali sekondarji. Il-vitellogenina titkejjel fil-karpjun buras, fil-medaka
Gappuniza u fiz-zebra, filwaqt li l-karatteristi¢i sesswali sekondarji jitkejlu fil-karpjun buras u l-medaka
Gappuniza biss.

3. Dan il-bijoassagg iservi bhala assagg ta’ skrinjar in vivo ghal certi modi ta’ kif tahdem is-sistema endokrinali u 1-
applikazzjoni tieghu ghandha titqies fil-kuntest tal-‘Qafas Kuncettwali tal-OECD ghall-Ittestjar u 1-Valutazzjoni
ta’ Sustanzi Kimici li Jfixklu s-Sistema Endokrinali’ (28).

KUNSIDERAZZJONIJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

4. Normalment il-vitellogenina tigi prodotta mill-fwied ta’ vertebrati ovipari nisa bhala rispons ghall-estrogenu
endogenu li jkun ged jiccirkola. Hija prekursur tal-proteini tal-isfar tal-bajd u, ladarba tigi prodotta fil-fwied,
tghaddi mad-demm u tidhol fl-ovarji, fejn tigi assorbita u modifikata mill-bajd li jkun qed jizviluppa. Il-vitello-
genina hija kwazi intraccabbli fil-plazma ta’ hut femminili u maskili immaturi ghaliex m’'ghandhomx bizzejjed
estrogenu jiccirkola; madankollu, il-fwied kapaci jissintetizza u jnixxi l-vitellogenina bhala rispons ghal
stimulazzjoni tal-estrogenu ezogenu.

5. Il-kejl tal vitellogenina jservi ghad-detezzjoni ta’ sustanzi kimi¢i li ghandhom diversi modi ta’ azzjoni
estrogenika. Id-detezzjoni ta’ sustanzi kimici estrogenici tista’ ssir bil-kejl tal-induzzjoni tal-vitellogenina fil-hut
maskili, u giet dokumentata sew fil-letteratura xjentifika evalwata bejn il-pari (ez. (7)). L-induzzjoni tal-vitello-
genina ntweriet ukoll wara espozizzjoni ghal androgeni aromatizzabbli(8, 9). Tnaqqis fil-livell ta’ estrogenu li
jiccirkola fin-nisa, perezempju permezz tal-inibizzjoni tal-aromatazi li tikkonverti l-androgenu endogenu
festrogenu naturali 17p-estradjol, jikkawza tnaqqis fil-livellta’ vitellogenina, li jintuza ghad-detezzjoni ta’
sustanzi kimici li ghandhom karatteristici inibitorji tal-aromatazi (10, 11). Ir-rilevanza bijologika tar-rispons tal-
vitellogenina wara inibizzjoni estrogenika/tal-aromatazi hija stabbilita u giet dokumentata b'mod estensiv.
Madankollu, huwa possibbli wkoll li I-produzzjoni tal-VTG fin-nisa tigi affettwata mit-tossicita generali u modi
ta’ azzjoni tossici mhux endokrinali, ez. epatotossicita.
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6.  Gew zviluppati b'success diversi metodi ta’ kejl u dawn gew standardizzati ghall-uzu ta’ rutina. Dan huwa l-kaz
fil-metodi ta’ Assagg ta’ Immunoassorbiment Enzimatiku (ELISA) specifici ghall-ispeci li juzaw l-immunokimika
ghall-kwantifikazzjoni tal-vitellogenina prodotta fkampjuni zghar tad-demm jew tal-fwied migbura minn hut
individwali (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18). Ghall-kejl tal-VTG jittiehed kampjun tad-demm tal-karpjun buras, id-
demm taz-zebra jew l-omogenat tar-ras/denb, u I-fwied tal-medaka. Fil-medaka, hemm korrelazzjoni tajba bejn
il-VTG imkejla mid-demm u mill-fwied (19). L-Appendici 6 jipprovdi l-proceduri rrakkomandati ghall-gbir tal-
kampjuni ghall-analizi tal-vitellogenina. Kits ghall-kejl tal-vitellogenina jistghu jinkisbu facilment; dawn il-kits
ghandhom ikunu bbazati fuq metodu ELISA vvalidat li jkun specifiku ghall-ispeci.

7. Il-karatteristici sesswali sekondarji fhut maskili ta’ certi specijiet jidhru fuq barra, huma kwantifikabbli u
jirrispondu ghal-livelli ta’ androgeni endogeni li jicc¢irkolaw; dan huwa l-kaz ghall-karpjun buras u -medaka —
izda mhux ghaz-zebra, li m'ghandhiex karatteristici sesswali sekondarji kwantifikabbli. In-nisa jzommu I-
kapacita li jizviluppaw karatteristici sesswali sekondarji maskili, meta jigu esposti ghal sustanzi kimici
androgenici fl-ilma. Hemm bosta studji disponibbli fil-letteratura xjentifika li jiddokumentaw dan it-tip ta’
rispons fil-karpjun buras (20) u fil-medaka (21). Tnaqgis fil-karatteristici sesswali sekondarji fl-irgiel ghandu jigi
interpretat b’kawtela minhabba sahha statistika dghajfa, u ghandu jkun ibbazat fuq gudizzju espert u l-piz tal-
evidenza. Hemm limitazzjonijiet dwar l-uzu taz-zebra fdan assagg, minhabba n-nuqgas ta’ karatteristici sesswali
sekondarji kwantifikabbli li jirrispondu ghal sustanzi kimici b'effetti androgenici.

8.  Fil-karpjun buras, l-indikatur ewlieni ta’ espozizzjoni androgenika ezogena huwa l-ghadd ta’ tuberkuli tan-
namra (nuptial tubercles) li jinsabu fuq imnieher il-huta femminili. Fil-medaka, 1-ghadd ta’ processi papillari
jikkostitwixxi l-markatur ewlieni ta’ espozizzjoni ezogena ghal sustanzi kimici androgenici fhut femminili. L-
Appendi¢i 5A u l-Appendi¢i 5B jindikaw il-proceduri rrakkomandati li ghandhom jigu segwiti ghall-
valutazzjoni tal-karatteristici sesswali fil-karpjun buras u fil-medaka, rispettivament.

9.  Id-definizzjonijiet uzati fdan il-metodu ta’ ttestjar jinghataw fl-Appendici 1.

IL-PRINCIPJU TAT-TEST

10. Fl-assagg, il-hut maskili u dawk femminili li jkunu fi stat riproduttiv jigu esposti frecipjenti tat-test flimkien. L-
istat adult u riproduttiv taghhom jippermetti sabiex issir differenzjazzjoni cara bejn is-sessi, u b’hekk tkun tista’
ssir analizi relatata mas-sess ta’ kull punt ta’ tmiem, u jizgura s-sensittivita taghhom lejn sustanzi kimici
esogeni. Fi tmiem it-test, is-sess jigi kkonfermat permezz ta’ ezami makroskopiku tal-gonadi wara ftuh ventrali
tal-addome b'imqass. Fl-Appendi¢i 2 tinghata harsa generali lejn il-kundizzjonijiet rilevanti tal-bijoassagg.
Normalment l-assagg jinbeda b’kampjun ta’ hut minn popolazzjoni li tkun fkundizzjoni riproduttiva;
m’ghandhomx jintuzaw annimali li qed jixjiehu. Fis-sezzjoni dwar l-Ghazla tal-hut hija pprovduta gwida dwar -
eta tal-hut u dwar l-istatus riproduttiv. L-assagg isir permezz ta’ tliet koncentrazzjonijiet ta’ sustanzi kimici li
jintuzaw ghall-espozizzjoni kif ukoll kontroll tal-ilma, u kontroll tas-solvent jekk ikun hemm bzonn. Ghal kull
trattament jintuzaw zewg recipjenti jew repliki (kull recipjent ikun fih 5 irgiel u 5 nisa) fil-medaka u z-zebra,
filwaqt li fil-karpjun buras jintuzaw erba’ recipjenti jew repliki ghal kull trattament (kull recipjent ikun fih
2 irgiel u 4 nisa). Dan isir biex tigi akkomodata l-imgiba territorjali tal-karpjun buras maskili filwaqt li jinzamm
assagg b'sahhtu bizzejjed. L-espozizzjoni ssir ghal 21 jum u l-kampjunar tal-hut isir fil-21 jum ta’ espozizzjoni.

11. Mal-kampjunar filjum 21, l-annimali kollha jingatlu bla tbatija. Il-karatteristici sesswali sekondarji jitkejlu fil-
karpjun buras u fil-medaka (ara l-Appendi¢i 5A u l-Appendi¢i 5B); fiz-zebra u l-karpjun buras jingabru
kampjuni tad-demm ghad-determinazzjoni tal-vitellogenina, inkella jistghu jingabru r-ras/denb ghad-determi-
nazzjoni tal-vitellogenina fiz-zebra (Appendi¢i 6); fil-medaka I-fwied jingabar ghall-analizi tal-VTG
(Appendici 6).

IL-KRITERJI TA” ACCETTAZZJONI TAT-TEST

12. Biex ir-rizultati tat-test ikunu accettabbli, japplikaw il-kundizzjonijiet li gejjin:

— il-mortalita fil-kontrolli tal-ilma (jew tas-solvent) m’'ghandhiex tagbez 1-10 % fi tmiem il-perjodu ta’
espozizzjoni;

— matul il-perjodu ta’ espozizzjoni l-koncentrazzjoni ta’ ossigenu dissolt ghandha tilhaq minimu ta’ 60 % tal-
valur tas-saturazzjoni tal-arja (ASV);
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— it-temperatura tal-ilma fir-recipjenti tat-test qatt m’'ghandha tvarja b’iktar minn # 1,5 °C matul il-perjodu ta’
espozizzjoni u din ghandha tinzamm fi hdan 2 °C tal-meded ta’ temperaturi specifikati ghall-ispeci tat-test
(Appendici 2);

— l-evidenza ghandha tkun disponibbli biex jintwera li l-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test fis-
soluzzjoni jkunu nzammu b’mod sodisfacenti bejn + 20 % tal-valuri medji mkejlin.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

13. Taghmir normali tal-laboratorju u specjalment dan li gej:
(a) ossigenometri u apparati li jkejlu 1-pH;
(b) taghmir ghad-determinazzjoni tal-ebusija u l-alkalinita tal-ilma;
(c) apparat adegwat ghall-kontroll tat-temperatura u preferibbilment monitoragg kontinwu;

(d) tankijiet maghmulin minn materjal kimiku inerti u ta’ kapacita adattata b’rabta mad-densita rrakkomandata
tat-taghbija u tal-istokkjar (ara l-Appendici 2);

(e) sottostrat tal-bidien ghall-karpjun buras u z-zebra, I-Appendici 4 jaghti d-dettalji necessarji;

(f) bilanc preciz bizzejjed (jigifieri preciz sa + 0,5mg).
Ilma

14. Kwalunkwe ilma li fih l-ispeci tat-test juru sopravivenza u tkabbir adegwat fit-tul jista’ jintuza bhala ilma tat-
test. Ghandu jkun ta’ kwalita kostanti matul il-perjodu tat-test. Il-pH tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta’ 6,5 sa
8,5, izda matul test specifiku ghandha tkun fmedda ta’ £ 0,5 unitajiet tal-pH. Sabiex jigi zgurat li l-ilma tad-
dilwizzjoni ma jinfluwenzax bla bzonn ir-rizultat tat-test (perezempju billi jbiddel is-sustanza kimika tat-test;
kull ¢certu Zzmien ghandhom jittiechdu kampjuni biex jigu analizzati). Fejn l-ilma tad-dilwizzjoni ikun maghruf li
huwa relattivament kostanti fil-kwalita, il-kejl ta’ metalli tqal (ez. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, u Ni), ta’ anjoni u katjoni
ewlenin (ez. Ca?*, Mg?*, Na*, K*, Cl, u SO,>), ta’ pesticidi (ez. pestic¢idi organofosfori¢i totali u pesticidi
organoklorini¢i totali), ta” karbonju organiku u ta’ solidi sospizi totali ghandu jsir, perezempju, kull tliet xhur.
Jekk ikun intwera li l-kwalita tal-ilma hija kostanti matul tal-anqas sena, id-determinazzjonijiet jistghu jkunu
inqas spissi u l-intervalli jistghu jittawlu (ez. kull sitt xhur). Xi karatteristici kimici ta’ ilma b’dilwizzjoni
accettabbli huma elenkati fl-Appendici 3.

Is-soluzzjonijiet tat-test

15. Is-soluzzjonijiet tat-test tal-koncentrazzjonijiet maghzulin jigu preparati billi tigi dilwita soluzzjoni ewlenija.
Idealment, is-soluzzjoni ewlenija ghandha tigi ppreparata permezz ta’ semplici thallit jew thezziz tas-sustanza
kimika tat-test filma tad-dilwizzjoni bl-uzu ta’ mezzi mekkanici (ez. thawwid jew ultrasonikazzjoni). Biex
tinkiseb soluzzjoni ewlenija koncentrata adegwata jistghu jintuzaw kolonni ta’ saturazzjoni (kolonni ta’
solubilita). L-uzu ta’ portatur ta’ solvent mhuwiex rakkomandat. Madankollu, fkaz li jkun hemm bzonn ta’
solvent, fl-istess hin ghandu jsir solvent ta’ kontroll ukoll, fl-istess koncentrazzjoni tas-solvent bhat-trattamenti
kimici. Ghal sustanzi kimici tat-test difficli, teknikament solvent jista’ jkun l-ahjar soluzzjoni; ghandu jigi
kkonsultat id-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar l-ittestjar tat-tossicita akwatika ta’ sustanzi u tahlitiet difficli
(22). L-ghazla tas-solvent tigi determinata mill-karatteristi¢i kimici tas-sustanza kimika. Id-Dokument ta’ Gwida
tal-OECD jirrakkomanda massimu ta’ 100 pl/l, li ghandu jigi osservat. Madankollu revizjoni recenti (23)
enfasizzat fuq thassib addizzjonali meta jintuzaw solventi ghall-ittestjar tal-attivita fis-sistema endokrinali.
Ghalhekk, huwa rrakkomandat li l-koncentrazzjoni tas-solvent, jekk ikun mehtieg, tigi minimizzata meta dan
ikun teknikament fattibbli (skont il-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika tat-test).

16. Ghandha tintuza sistema ta’ test bi fluss kontinwu. Sistema bhal din tiddistribwixxi u tiddilwixxi b’'mod
kontinwu soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat-test (ez. pompa tal-kejl, dilwitur proporzjonali, sistema ta’
saturazzjoni) sabiex twassal serje ta’ koncentrazzjonijiet fil-kompartimenti tat-test. Ir-rati tal-fluss tas-soluzzjo-
nijiet ewlenin u tal-ilma tad-dilwizzjoni ghandhom jigu ¢cekkjati kull certu Zmien, idealment kuljum, matul it-
test u m'ghandhomx ivarjaw b’aktar minn 10 % matul it-test. Ghandha tinghata attenzjoni biex jigi evitat l-uzu
ta’ tubi tal-plastik ta’ grad baxx jew materjal iehor li jista’ jkun fih sustanzi kimici bijologikament attivi. Meta
jkun qed jintghazel il-materjal ghas-sistema bi fluss kontinwu, ghandha titgies il-possibilita li s-sustanza kimika
tat-test tigi adsorbita fdan il-materjal.
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Iz-zamma tal-hut

17. Il-hut tat-test ghandu jintghazel minn popolazzjoni tal-laboratorju, idealment minn stokk wiehed, li jkun
idderra ghal mill-inqas gimghatejn qabel it-test fil-kondizzjonijiet ta’ kwalita tal-ilma u ta’ illuminazzjoni li
jkunu simili ghal dawk uzati fit-test. Importanti li r-rata tat-taghbija u d-densita tal-istokkjar (ghad-definizzjo-
nijiet, ara [-Appendici 1) jkunu xierqa ghall-ispeci tat-test uzata (ara [-Appendici 2).

18. Wara perjodu ta’ 48 siegha li fih il-hut jithallew joqoghdu, jigu rregistrati l-mortalitajiet u jigu applikati 1-
kriterji li gejjin:

— mortalitajiet ta’ aktar minn 10 % tal-popolazzjoni f'sebat ijiem: il-lott kollu jitwarrab;

— mortalitajiet ta’ bejn 5 % u 10 % tal-popolazzjoni: akklimatizzazzjoni ghal sebat ijiem ohra; jekk ikun
hemm mortalita oghla minn 5 % matul it-tieni sebat ijiem, il-lott kollu jitwarrab;

— mortalitajiet ta’ inqas minn 5 % tal-popolazzjoni fsebat ijiem: il-lott jigi accettat

19. Matul il-perjodu ta’ akklimatizzazzjoni, fil-perjodu ta’ qabel l-espozizzjoni, jew matul il-perjodu ta’ espozizzjoni
l-hut m’ghandux jinghata kura ghal mard.

Preespozizzjoni u l-ghazla tal-hut

20. Huwa rrakkomandat li jkun hemm perjodu ta’ preespozizzjoni ta’ gimgha, li matulu l-annimali jitqieghdu
frecipjenti simili ghal dawk tat-test innifsu. Matul il-perjodu ta’ Zamma u matul il-fazi ta’ espozizzjoni I-hut
ghandhom jintemghu ad libitum. ll-fazi ta’ espozizzjoni tinbeda b’hut adulti sesswalment dimorfiku minn
provvista tal-laboratorju ta’ annimali maturi bizzejjed ghar-riproduzzjoni (ez. b’karatteristici sesswali sekondarji
li jidhru fir-rigward tal-karpjun buras u I-medaka), u li jkunu ged ibidu b'mod attiv. Ghal gwida generali biss (u
dan ma ghandux jitqies minghajr l-osservazzjoni tal-istatus riproduttiv propju ta’ lott partikolari ta’ hut), il-
karpjuni buras ghandu jkollhom madwar 20 (* 2) gimgha, jekk wiehed jassumi li jkunu gew ikkolturati
ftemperatura ta’ 25 + 2 °C matul hajjithom. Il-medaka Gappuniza ghandu jkollha madwar 16 (+ 2)-il gimgha,
jekk wiehed jassumi li jkunu gew ikkulturati ftemperatura ta’ 25 * 2 °C matul hajjithom. Iz-zebra ghandu
jkollhom madwar 16 (+ 2)-il gimgha, jekk wiehed jassumi li jkunu gew ikkulturati ftemperatura ta’ 26 + 2 °C
matul hajjithom.

ID-DISINN TAT-TEST

21. Jintuzaw tliet koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test, kontroll wiched (tal-ilma) u, jekk ikun hemm
bzonn, kontroll tas-solvent. Id-dejta tista’ tigi analizzata sabiex jigu determinati differenzi statistikament
sinifikanti bejn ir-risponsi ghat-trattament u ghall-kontroll. Dawn l-analizijiet ser jindikaw jekk hemmx il-htiega
ta’ ittestjar ulterjuri aktar fit-tul ghal effetti avversi (jigifieri, sopravivenza, zvilupp, tkabbir u riproduzzjoni)
ghas-sustanza kimika, aktar milli ghall-uzu fil-valutazzjoni tar-riskju (24).

22. Ghaz-zebra u l-medaka, filjum 21 tal-esperiment, l-irgiel u n-nisa minn kull livell ta’ trattament (5 irgiel u
5 nisa fkull wiehed miz-zewg repliki) u mill-kontroll(i) jigu kampjunati ghall-kejl tal-vitellogenina u tal-karatte-
ristic¢i sesswali sekondarji, fejn applikabbli. Ghall-karpjun buras, filjum 21 ta’ espozizzjoni, l-irgiel u n-nisa
(2 irgiel u 4 nisa fkull wiehed mill-erba’ repliki) u mill-kontroll(i) jigu kampjunati ghall-kejl tal-vitellogenina u
tal-karatteristici sesswali sekondarji.

L-ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test

23.  Ghall-finijiet ta’ dan it-test, l-oghla koncentrazzjoni tat-test ghandha tigi stabbiliti mill-konc¢entrazzjoni massima
tollerata (MTC) li tigi ddeterminata minn range finder jew minn dejta ohra dwar it-tossicita, jew 10 mg/l, jew is-
solubilita massima fl-ilma, skont liema tkun l-aktar baxxa. L-MTC hija definita bhala l-oghla koncentrazzjoni
tat-test tas-sustanza kimika li twassal ghal mortalita ta’ inqas minn 10 %. L-uzu ta’ dan l-approc¢ jassumi li
tezisti dejta empirika dwar tossicita akuta jew dejta ohra dwar it-tossicita li minnha tista’ tigi stmata I-MTC. L-
istima tal-MTC tista’ ma tkunx ezatta u normalment tehtieg certu gudizzju professjonali.

24. Huma mehtiega tliet koncentrazzjonijiet tat-test, spazjati b'fattur kostanti li ma jagbizx 1-10, u kontroll ta’ ilma
tad-dilwizzjoni (u kontroll tas-solvent jekk ikun mehtieg). Huwa rrakkomandat li l-fatturi ta’ spazjar jkunu
ffirxa ta’ bejn 3.2 u 10.
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PROCEDURA
L-ghazla u l-uzin tal-hut tat-test

25. Huwa importanti li fil-bidu tal-assagg tigi minimizzata l-varjazzjoni fil-piz tal-hut. l-meded ta’ dagsijiet adattati
ghall-ispeci differenti rrakkomandati ghall-uzu fdan it-test huma moghtija fl-Appendici 2. Ghal-lott kollu ta’
hut uzat fit-test, il-medda tal-pizijiet individwali ghall-hut maskili u femminili fil-bidu tat-test ghandha, jekk
possibbli, tinzamm bejn * 20 % tal-piz medju aritmetiku tal-istess sess. Huwa rrakkomandat li qabel it-test
jintizen sottokampjun tal-istokk tal-hut sabiex jigi stmat il-piz medju.

Kundizzjonijiet ta’ espozizzjoni
Durata

26. It-test idum ghaddej 21 jum, wara perjodu ta’ preespozizzjoni. Il-perjodu rrakkomandat ta’ preespozizzjoni
huwa ta’ gimgha.

Tmigh

27. 1l-hut ghandhom jintemghu ad libitum b'ikel adattat (Appendici 2) brata suffi¢jenti biex tinzamm il-kundizzjoni
tal-gisem. Ghandha tinghata attenzjoni biex jigi evitat tkabbir mikrobiku u turbidita fl-ilma. Bhala gwida
generali, ir-razzjon ta’ kuljum jista’ jinqasam fzewg jew tliet porzjonijiet ugwali ghal tmigh multiplu kuljum,
separat b'mill-inqas tliet sighat bejn kull tmigh. Huwa accettabbli li jinghata razzjon akbar uniku b'mod
partikolari ghat-tmiem il-gimgha. I-hut m'ghandux jinghata xjiekol ghal 12-il siegha qabel il-kampjunar/
nekroskopija.

28. L-ikel tal-hut ghandu jigi evalwat ghall-prezenza ta’ kontaminanti bhal pesticidi organoklorinici, idrokarboni

jista’ jikkomprometti r-rispons tal-assagg ghal agonisti maghrufa tal-estrogenu (ez. 17-beta estradiol).

29. Ikel mhux mikul u materjal tar-rawt ghandu jitnehha mir-recipjent tat-test tal-inqas darbtejn fil-gimgha, ez. billi
l-qiegh ta’ kull tank jitnaddaf sew permezz ta’ sifun.

Dawl u temperatura

30. Il-fotoperjodu u t-temperatura tal-ilma ghandhom ikunu adattati ghall-ispeci tat-test (ara Appendici 2).

Il-frekwenza tad-determinazzjonijiet analiti¢i u tal-kejl

31. Qabel jibda I-perjodu ta’ espozizzjoni, ghandu jigi zgurat li s-sistema tat-twassil tas-sustanza kimika tahdem kif
suppost. Ghandhom jigu stabbiliti I-metodi analitici kollha mehtiega, inkluz gharfien suffi¢jenti dwar l-istabbilta
kimika fis-sistema tat-test. Matul it-test, il-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test jigu determinati
fintervalli regolari, kif gej: idealment, ir-rati tal-fluss tas-soluzzjoni ewlenija dilwenti u tossikanti ghandhom
jigu vverifikati kuljum, izda tal-inqas darbtejn fil-gimgha, u m'ghandhomx ivarjaw b’aktar minn 10 % matul it-
test. Huwa rrakkomandat li l-koncentrazzjonijiet tas-sustanzi kimici tat-test innifsu jitkejlu fir-recipjenti kollha
fil-bidu tat-test u fintervalli ta” gimgha wara dan.

32. Huwa rrakkomandat li r-rizultati jkunu bbazati fuq il-koncentrazzjonijiet imkejla. Madankollu, jekk matul it-test
il-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni tkun inZammet b'mod sodisfacenti bejn + 20 %
tal-koncentrazzjoni nominali, ir-rizultati jkunu jistghu jigu bbazati fuq valuri nominali jew valuri mkejla.

33. Il-kampjuni jistghu jehtiegu jigu ffiltrati (ez., bl-uzu ta’ pori ta’ 0,45 pum) jew jigu centrifugati. Jekk ikun hemm
bzonn, imbaghad i¢-¢entrifugazzjoni hija I-procedura rrakkomandata. Madankollu, jekk il-materjal tat-test ma
jigix adsorbit mill-filtri, il-filtrazzjoni tista’ tkun accettabbli wkoll.
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34. Matul it-test, l-ossigenu dissolt, it-temperatura, u l-pH ghandhom jitkejlu fir-recipjenti kollha tat-test tal-ingas
darba fil-gimgha. L-ebusija u l-alkalinita totali ghandhom jitkejlu fil-kontrolli u frecipjent wiched fl-oghla
koncentrazzjoni tal-anqas darba fil-gimgha. Idealment, it-temperatura ghandha tigi ssorveljata kontinwament
fmill-inqas recipjent wiched tat-test.

Osservazzjonijiet

35. Ghadd ta’ risponsi generali (ez. sopravivenza) u r-risponsi bijologi¢i ewlenin (ez. il-livelli tal-vitellogenina) jigu
vvalutati matul l-assagg jew fi tmiem l-assagg. Il-kejl u l-valutazzjoni ta’ dawn il-punti ta’ tmiem u l-utilita
taghhom huma deskritti hawn taht.

Sopravivenza

36. Matul il-perjodu tat-test, il-hut ghandu jigi ezaminat kuljum u kwalunkwe mortalita ghandha tigi rregistrata u I-
hut mejjet ghandu jitnehha malajr kemm jista’ jkun. Il-hut mejjet m'ghandux jigi sostitwit la fir-recipjent tal-
kontroll u lanqas fir-recipjent tat-trattament. Is-sess tal-hut li jmut matul it-test ghandu jigi determinat permezz
ta’ evalwazzjoni makroskopika tal-gonadi.

Imgiba u dehra

37. Ghandha tittiched nota ta’ kwalunkwe mgiba abnormali (relatata mal-kontrolli); din tista’ tinkludi sinjali ta’
tossicita generali inkluzi iperventilazzjoni, ghawm mhux ikkoordinat, telf tal-bilan¢, u inattivitd jew tmigh
mhux tas-soltu. Barra minn hekk ghandha tittiehed nota ta’ anormalitajiet esterni (bhal emorragija,
skolorazzjoni). Dawn is-sinjali ta’ tossicita ghandhom jigu kkunsidrati bir-reqqa waqt l-interpretazzjoni tad-dejta
peress li jistghu jindikaw koncentrazzjonijiet li fihom il-bjjomarkaturi ta’ attivita endokrinali ma jkunux
affidabbli. Dawn l-osservazzjonijiet tal-imgiba jistghu anke jipprovdu informazzjoni kwalitattiva biex jinkiseb
taghrif dwar rekwiziti futuri potenzjali ghall-ittestjar tal-hut. Per ezempju, fil-karpjuni buras, firgiel normali jew
fnisa bkaratteristici maskili giet osservata aggressivita territorjali matul espozizzjoni androgenika; fiz-zebra, 1-
imgiba karatteristika ta’ tghammir u riproduzjoni wara jinxteghel id-dawl tiddghajjef jew tigi mfixkla minn
espozizzjoni estrogenika jew antiandrogenika.

38. Peress li xi aspetti tad-dehra (primarjament il-kulur) jistghu jinbidlu malajr bit-tqandil, importanti li l-osservaz-
zjonijiet kwalitattivi jsiru qabel ma l-annimali jitnehhew mis-sistema tat-test. L-esperjenza miksuba s’issa bil-
karpjuni buras tissuggerixxi li ghall-ewwel xi sustanzi kimici attivi fis-sistema endokrinali jistghu jikkawzaw
tibdil fil-karatteristici esterni li gejjin: il-kulur tal-gisem (¢ar jew skur), mudelli ta’ kolorazzjoni (il-prezenza ta’
strixxi vertikali), u I-forma tal-gisem (ir-ras u r-regjun pettorali). Ghalhekk, l-osservazzjonijiet dwar id-dehra
fizika tal-hut ghandhom isiru matul it-test, u fi tmiem l-istudju

1l-qtil bla tbatija tal-hut

39. Filjum 21, jigifieri fi tmiem l-espozizzjoni, il-hut ghandu jigi ewtanizzat b'ammonti xierqa ta’ Trikaina
(Trikaina metan sulfonat, Metakaina, MS-222 (CAS 886-86-2), 100-500 mg/l ibbaferjat bi 300 mg/l NaHCO,
(bikarbonat tas-sodju, CAS 144-55-8) biex titnaqqas l-irritazzjoni fil-membrana mukuza; imbaghad jittiehed
kampjun tad-demm jew it-tessut ghad-determinazzjoni tal-vitellogenina, kif spjegat fis-sezzjoni tal-Vitello-
genina.

Osservazzjoni tal-karatteristici sesswali sekondarji

40. Certi sustanzi kimiéi attivi fis-sistema endokrinali jistghu jikkawzaw tibdil fil-karatteristi¢i sesswali sekondarji
specjalizzati (I-ghadd ta’ tuberkuli tan-namra fil-karpjun buras maskili, il-processi papillari fil-medaka maskili).
B'mod partikulari, sustanzi kimici li jkollhom ¢erti modi ta’ azzjoni jistghu jikkawzaw l-okkorrenza anormali
ta’ karatteristici sesswali sekondarji fl-annimali tas-sess oppost; perezempju, agonisti tar-ricettur tal-androgenu,
bhal trenbolon, metiltestosteron u diidrotestosteron, jistghu jwasslu sabiex il-karpjuni buras femminili
jizviluppaw tuberkuli tan-namra prominenti jew sabiex il-medaka femminili tizviluppa processi papillari (11,
20, 21). Gie rrapportat ukoll li l-agonisti tar-ricettur tal-estrogenu jistghu jnaqgsu l-ghadd tat-tuberkuli tan-
namra u d-daqgs tal-kuxxinett tal-kozz dorsali firgiel adulti (25, 26). Dawn l-osservazzjonijiet morfologici grossi
jistghu jipprovdu taghrif kwalitattiv u kwantitattiv siewi biex jinghata taghrif dwar rekwiziti futuri potenzjali
ghall-ittestjar tal-hut. L-ghadd u d-dags tat-tuberkuli tan-namra fil-karpjun buras u l-processi papillari fil-
medaka jistghu jigu kkwantifikati b'mod dirett jew b'mod aktar prattiku fkampjuni ppreservati. Il-proceduri
rrakkomandati ghall-evalwazzjoni tal-karatteristici sesswali sekondarji fil-karpjun buras u l-medaka huma
disponibbli mill-Appendic¢i 5A u l-Appendici 5B, rispettivament.
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41.

42.

43.

44,

45.

46.

Vitellogenina (VTG)

Id-demm jingabar mill-arterja/vina kawdali permezz ta’ tubulu kapillari mikroematokritiku eparinizzat, jew
inkella permezz ta’ titqiba fil-qalb b’siringa. Skont kemm hi kbira l-huta, il-volumi tad-demm i jistghu jingabru
generalment ivarjaw bejn 5 u 60 pl ghal kull huta individwali ghall-karpjuni buras u minn 5-15 pl ghal kull
huta individwali ghaz-zebra. Il-plazma tigi separata mid-demm permezz ta’ Centrifugazzjoni, u tinhazen ma’
inibituri tal-proteazi ftemperatura ta’ — 80 °C, sakemm tigi analizzata ghall-vitellogenina. Inkella, fil-medaka
jintuza l-fwied, u fiz-zebra l-omogenat tar-ras/denb jista’ jintuza bhala sors ta’ tessut ghad-determinazzjoni tal-
vitellogenina (Appendici 6). Il-kejl tal-VTG ghandu jkun imsejjes fuq metodu ELISA omologu vvalidat, bl-uzu
ta’ standard omologu tal-VTG u antikorpi omologi. Huwa rrakkomandat li jintuza metodu li jkun kapaci
jiskopri livelli ta’ VTG baxxi daqgs ftit ng/ml fil-plazma (jew ng/mg fit-tessut), li huwa l-livell ta’ sfond fhut
maskili li ma jkunx gie espost.

II-kontroll tal-kwalita tal-analizi tal-vitellogenina jintlahaq permezz tal-uzu ta’ standards, bjanki u tal-angas
analizijiet duplikati. Ghal kull metodu ELISA, ghandu jsir test ghall-effett matrici (effett ta’ dilwizzjoni ta’
kampjun) biex jigi determinat il-fattur minimu tad-dilwizzjoni tal-kampjun. Kull platt ELISA li jintuza ghall-
assaggi tal-VTG ghandu jinkludi I-kampjuni tal-kontroll tal-kwalita li gejjin: tal-angas 6 standards ta’ kalibragg li
jkopru l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet mistennija tal-vitellogenina, u tal-anqas bjank tal-assagg mhux specifiku
wiched (analizi duplikata). L-assorbiment ta’ dawn il-bjanki ghandu jkun ta’ anqas minn 5 % tal-assorbiment
standard massimu ta’ kalibrazzjoni. Minn kull kampjun ta’ dilwizzjoni jigu analizzati tal-anqas Zewg alikwoti
(well-duplicates). Well-duplicates li jvarjaw b’aktar minn 20 % ghandhom jergghu jigu analizzati.

Il-koeffi¢jent tal-korrelazzjoni (R2) ghall-kurvi ta’ kalibrazzjoni ghandu jkun ta’ aktar minn 0,99. Madankollu,
korrelazzjoni gholja mhijiex bizzejjed biex tiggarantixxi tbassir adegwat tal-koncentrazzjoni fil-meded kollha.
Minbarra li jkun hemm korrelazzjoni gholja bizzejjed ghall-kurva ta’ kalibrazzjoni, il-koncentrazzjoni ta’ kull
standard, kif ikkalkolata mill-kurva ta’ kalibrazzjoni, dejjem ghandha taqa’ bejn 70 u 120 % tal-koncentrazzjoni
nominali tieghu. Jekk il-koncentrazzjonijiet nominali jxagilbu lil hinn mil-linja ta’ rigressjoni tal-kalibrazzjoni
(ez. fkoncentrazzjonijiet inqas), jista’ jkun hemm bzonn li l-kurva ta’ kalibrazzjoni tingasam fmeded baxxi u
gholjin jew li jintuza mudell nonlineari li jagbel b'mod adegwat mad-dejta dwar l-assorbiment. Jekk il-kurva
tinqasam, iz-zewg segmenti tal-linja ghandu jkollhom R? > 0,99.

[Il-limitu ta’ detezzjoni (LOD) huwa definit bhala I-koncentrazzjoni tal-inqas standard analitiku, u I-limitu ta’
kwantitazzjoni (LOQ) huwa definit bhala l-koncentrazzjoni tal-inqas standard analitiku mmoltiplikata bl-inqas
fattur ta’ dilwizzjoni.

Fkull jum li fih isiru l-assaggi tal-vitellogenina ghandu jigi analizzat kampjun ta’ fortifikazzjoni permezz ta’
standard ta’ referenza interassaggi (Appendici 7). Il-proporzjon tal-koncentrazzjoni mistennija ghall-koncen-
trazzjoni mkejla jigi rrapportat flimkien mar-rizultati minn kull sett ta’ assaggi li jkunu saru dakinhar.

DEJTA U RAPPORTAR

Valutazzjoni tar-Risponsi tal-Bijomarkatur permezz ta’ Analizi tal-Varjanza (ANOVA)

Biex tigi identifikata l-attivita endokrinali potenzjali ta’ sustanza kimika, ir-risponsi jitqabblu bejn il-gruppi ta’
trattament u ta’ kontroll permezz ta’ analizi tal-varjanza (ANOVA). Meta jintuza kontroll tas-solvent, ghandu
jsir test statistiku xieraq bejn il-kontroll tal-ilma tad-dilwizzjoni u l-kontroll tas-solvent ghal kull punt ta’
tmiem. Gwida dwar kif titratta d-dejta dwar il-kontroll tal-ilma tad-dilwizzjoni u dik dwar is-solvent fl-analizi
statistika sussegwenti tista’ tinstab fl-OECD, 2006¢ (27). Id-dejta kollha dwar ir-rispons bijologiku ghandha tigi
analizzata u rrapportata separatament skont is-sess. Jekk ma jintlahqux is-suppozizzjonijiet mehtiega ghall-
metodi parametri¢i — distribuzzjoni mhux normali (ez. it-test ta’ Shapiro-Wilk) jew varjanza eterogena (it-test
ta’ Bartlett jew it-test ta’ Levene), ghandha tigi kkunsidrata l-possibilita li d-dejta tigi konvertita fvarjanzi
omogenizzati qabel ma ssir L ANOVA, jew qabel ma ssir ANOVA ppezata. It-test ta’ Dunnett (parametriku) fuq
tqabbiliet multipli bejn pari jew it-test ta’” Mann-Whitney b’aggustament Bonferroni (mhux parametriku) jista’
jintuza ghal rispons mhux monotonu ghad-doza. Jekk ir-rispons ghad-doza ikun kwazi monotonu jistghu
jintuzaw testijiet statistici ohra (ez. it-test ta’ Jonckheere-Terpstra jew it-test ta’ Williams). Fl-Appendici 8 giet
ipprovduta flowchart statistika biex tghin fid-decizjoni dwar l-aktar test statistiku xieraq li ghandu jintuza.
Taghrif addizzjonali jista’ jinkiseb ukoll mid-Dokument tal-OECD dwar Approcci Attwali lejn l-Analizi
Statistika ta’ Dejta dwar l-Ekotossicita (27).
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Rapportar tar-rizultati tat-test

Id-dejta tal-istudju ghandha tinkludi:

Il-fadilita ta’ ttestjar:

— Persunal responsabbli u r-responsabbiltajiet ta’ studju taghhom

— Kull laboratorju ghandu jkun wera profi¢jenza fl-uzu ta’ firxa ta’ sustanzi kimici rapprezentattivi
Is-sustanza kimika tat-test:

— Karatterizzazzjoni tas-sustanza kimika tat-test

— In-natura fizika u l-proprjetajiet fizikokimici rilevanti

— I-metodu u I-frekwenza tal-preparazzjoni tal-koncentrazzjonijiet tat-test

— Informazzjoni dwar l-istabbilta u l-bjjodegradabilita

Solvent:

— Karatterizzazzjoni tas-solvent (in-natura, il-konc¢entrazzjoni uzata)

— Gustifikazzjoni tal-ghazla tas-solvent (jekk ma jkunx ilma)

Annimali tat-test:

— L-ispeci u r-razza

— Il-fornitur u I-facilita specifika tal-fornitur

— L-eta tal-hut fil-bidu tat-test u l-istatus ta’ riproduzzjoni

— Dettalji tal-procedura ta’ akklimatizzazzjoni tal-annimali

— Il-piz tal-gisem tal-hut fil-bidu tal-espozizzjoni (minn sottokampjun tal-istokk tal-hut)
Kundizzjonijiet tat-Test:

— Il-procedura tat-test uzata (it-tip tat-test, ir-rata tat-taghbija, id-densita tal-istokkjar, ecc.);

— Il-metodu ta’ preparazzjoni tas-soluzzjonijiet ewlenin u r-rata tal-fluss;

— Il-koncentrazzjonijiet nominali tat-test, il-koncentrazzjonijiet tas-soluzzjonijiet tat-test imkejla kull gimgha u
l-metodu analitiku uzat, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard fir-recipjenti tat-test u

evidenza li l-kejl jirreferi ghall-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni vera;

— Il-karatteristici tal-ilma tad-dilwizzjoni (inkluz il-pH, I-ebusija, l-alkalinita, it-temperatura, il-koncentrazzjoni
tal-ossigenu mahlul, il-livelli ta’ klorin residwu, il-karbonju organiku totali, is-solidi sospizi u kwalunkwe

kejl iehor li jkun sar)

— I-kwalita tal-ilma fir-recipjenti tat-test: il-pH, l-ebusija, it-temperatura u l-konc¢entrazzjoni tal-ossigenu

mabhlul;

— Informazzjoni ddettaljata dwar it-tmigh (ez. it-tip ta’ ikel, is-sors, l-ammont li nghata u l-frekwenza u

analizijiet ghal kontaminanti relevanti jekk disponibbli (ez. PCBs, PAHs u pesticidi organoklorurati).

Rizultati
— Evidenza li I-kontrolli jissodisfaw il-kriterji ta’ accettazzjoni tat-test;
— Dejta dwar il-mortalitajiet li jsehhu fi kwalunkwe koncentrazzjoni tat-test u fil-kontroll;

— Tekniki analitici statistici uzati, it-trattament tad-dejta u gustifikazzjoni tat-tekniki uzati;

— Dejta dwar osservazzjonijiet bijologici ta’ morfologija grossa, inkluzi l-karatteristici sesswali sekondarji u 1-

vitellogenina;

— Rizultati tal-analizi tad-dejta, idealment fforma tabulari u grafika;

— Incidenza ta’ kwalunkwe reazzjoni mhux tas-soltu mill-hut u kwalunkwe effett vizibbli kkawzat mis-

sustanza kimika tat-test
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GWIDA GHALL-INTERPRETAZZJONI U L-ACCETTAZZJONI TAR-RIZULTATI TAT-TEST

48. Din is-sezzjoni fiha ftit kunsiderazzjonijiet li ghandhom jitqiesu fl-interpretazzjoni tar-rizultati tat-test ghad-
diversi punti ta’ tmiem imkejla. Ir-rizultati ghandhom jigu interpretati b’kawtela fejn is-sustanza kimika tat-test
tidher li tkun qed tikkawza tossicita evidenti jew li qed ikollha impatt fuq il-kundizzjoni generali tal-annimal
tat-test.

49. Meta tkun qed tigi stabbilita l-medda tal-koncentrazzjonijiet tat-test, ghandha tinghata attenzjoni biex ma
tinqabizx il-koncentrazzjoni massima tollerata biex tkun tista’ ssir interpretazzjoni valida tad-dejta. Importanti
li tal-anqas ikun hemm trattament wiehed li fih ma jkunx hemm sinjali ta’ effetti tossici. Sinjali ta’ mard u
sinjali ta’ effetti tossi¢i ghandhom jigu vvalutati u rrapportati fcertu dettall. Perezempju, huwa possibbli li 1-
produzzjoni tal-VTG fin-nisa tigi affettwata wkoll mit-tossicita generali u modi ta’ azzjoni tossi¢i mhux
endokrinali, ez. epatotossicita. Madankollu, l-interpretazzjoni tal-effetti tista’ tigi sostnuta minn livelli ohra ta’
kura li ma jitfixklux mit-tossicita sistemika.

50. Hemm xi aspetti li wiehed irid igis ghall-accettazzjoni tar-rizultati tat-test. Bhala gwida, il-livelli tal-VTG fi
gruppi ta’ kontroll tal-irgiel u tan-nisa ghandhom ikunu distinti u separati b’'madwar tliet ordnijiet ta’ kobor fil-
karpjun buras u fiz-zebra, u b'madwar ordni uniku ta’ kobor ghall-medaka. Ezempji tal-medda ta’ valuri li
wiehed jista’ jiltaga’ maghhom fil-gruppi ta’ kontroll u ta’ kura huma disponibbli fir-rapporti ta’ validazzjoni (1,
2, 3, 4). Valuri gholja tal-VTG fl-irgiel ta’ kontroll jistghu jikkompromettu r-rispons tal-assagg u l-kapacita
tieghu li jiskopri agonisti dghajfa tal-estrogenu. Valuri baxxi tal-VTG fin-nisa ta’ kontroll jistghu jikkom-
promettu r-risponsivita tal-assagg u l-hila tieghu li jiskopri inibituri tal-aromatazi u antagonisti tal-estrogenu.
Biex tinbena dik il-gwida ntuzaw l-istudji ta’ validazzjoni.

51. Jekk laboratorju ma jkunx ghamel l-assagg gabel jew jekk ikunu saru bidliet sostanzjali (ez. bidla fir-razza tal-
hut jew tal-fornitur) huwa rrakkomandat li jsir studju tal-profi¢jenza teknika. Huwa rrakkomandat li jintuzaw
sustanzi kimici li jkopru firxa ta’ modi ta’ azzjoni jew impatti fuq ghadd tal-punti ta’ tmiem tat-test. Fil-prattika,
kull laboratorju huwa mheggeg jibni dejta storika ta’ kontroll propja ghall-irgiel u ghan-nisa u biex jaghmel
kimika ta’ kontroll pozittiv ghall-attivita estrogenika (ez. 17p-estradjol fdoza ta’ 100 ng/l, jew agonist dghajjef
maghruf) li twassal ghal Zieda fil-VTG fil-hut maskili, kimika ta’ kontroll pozittiv ghall-inibizzjoni tal-aromatazi
(ez. fadrozole jew prochloraz fdoza ta’ 300 pg/l) li twassal ghal tnaqgis fil-VTG fil-hut nisa, u kimika ta’
kontroll pozittiv ghall-attivita androgenika (ez. 17f-trenbolon fdoza ta’ 5 pgfl) li twassal ghall-induzzjoni ta’
karatteristici sesswali sekondarji fil-karpjun buras u l-medaka femminili. Din id-dejta kollha tista’ titqabbel ma’
dejta disponibbli mill-istudji ta’ validazzjoni (1, 2, 3) biex tigi zgurata l-profi¢jenza tal-laboratorju.

52. B'mod generali, il-kejl tal-vitellogenina ghandu jitqies pozittiv jekk ikun hemm zieda statistikament sinifikanti
fil-VTG fl-irgiel (p < 0,05), jew tnaqgis statistikament sinifikanti fin-nisa (p < 0,05) tal-anqgas fl-oghla doza
ttestjata meta mqabbla mal-grupp ta’ kontroll, u fin-nuqqgas ta’ sinjali ta’ tossicita generali. Rizultat pozittiv
jikseb sostenn ikbar meta jintwera li hemm relazzjoni bijologikament plawzibbli bejn id-doza u l-kurva tar-
rispons. Kif intqal qabel, it-tnaqqis fil-vitellogenina jaf ma jkollux origini kompletament endokrinali;
madankollu, generalment rizultat pozittiv ghandu jigi interpretat bhala evidenza ta’ attivita endokrinali in vivo,
u normalment ghandu jaghti bidu ghal azzjonijiet ghal kjarifika ulterjuri.
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Appendiéi 1

Abbrevjazzjonijiet u definizzjonijiet

Sustanza Kimika: Sustanza jew tahlita

CV: Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni.

ELISA: Assagg ta’ Immunoassorbiment Enzimatiku.

Rata ta’ taghbija: Piz bil-likwidu tal-hut fkull volum ta’ ilma.
Densita tal-istokkjar: L-ghadd ta’ hut fkull volum ta’ ilma.

VTG (Vitellogenina): Prekursur tal-fosfolipoglikoproteina ghall-proteina fl-isfar tal-bajd li normalment isehh fnisa
sesswalment attivi tal-ispecijiet ovipari kollha.

Assi HPG: Assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali.
MTC: Koncentrazzjoni Massima Tollerata, li tirraprezenta madwar 10 % tal-LC,,,.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita li tkun ged tigi ttestjata permezz ta’ dan il-metodu ta’
ttestjar.
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Appendici 2

Kundizzjonijiet sperimentali ghall-assagg tal-iskrinjar tas-sistema endokrinali tal-hut

1. Specijiet Rakkoman-
dati

Karpjun buras

(Pimephales promelas)

Medaka
(Oryzias latipes)

Zebra

(Danio rerio)

2. Tip ta’ test

Bi fluss kontinwu

Bi fluss kontinwu

Bi fluss kontinwu

3. Temperatura tal-ilma

25+2°C

25+2°C

26 £2°C

4. Kwalita tal-illuminaz-
zjoni

Bozoz fluworexxenti (bi
spettru wiesa’)

Bozoz fluworexxenti (bi
spettru wiesa))

Bozoz fluworexxenti (bi
spettru wiesa’)

5. Intensita tad-dawl

10-20 pE/m2fs, 540-1 000
lux, jew 50-100 ft-c (livelli
tal-laboratorju ambjentali)

10-20 pE/m?/s, 540-1 000
lux, jew 50-100 ft-c (livelli
tal-laboratorju ambjentali)

10-20 pE/m?[s, 540-1 000
lux, jew 50-100 ft-c (livelli
tal-laboratorju ambjentali)

6. Fotoperjodu (it-tran-
zizzjonijiet bejn tlugh
ix-xemx | nzul ix-
xemx huma fakultat-
tivi, madanakollu ma
jitqisux necessarji)

16-il siegha ta’ dawl, 8 si-
ghat ta’ dlam

12-16-il siegha ta’ dawl,
12-8 sighat dlam

12-16-il siegha ta’ dawl, 12-
8 sighat ta’ dlam

7. Rata ta’ taghbija

<5 g ghal kull 1

<5 g ghal kull ]

<5 g ghal kull 1

8. Dags tal-komparti-
ment tat-test

10 I (minimu)

2 | (minimu)

5 1 (minimu)

9. Volum tas-soluzzjoni
tat-test

8 | (minimu)

1,5 1 (minimu)

4 1 (minimu)

10. Volum tal-iskambji
tas-soluzzjonijiet tat-
test

Minimu ta’ 6 kuljum

Minimu ta’ 5 kuljum

Minimu ta’ 5 kuljum

11. Eta tal-organizmi tat-
test

Ara l-paragrafu 20

Ara l-paragrafu 20

Ara l-paragrafu 20

12. Piz imxarrab appros-
simattiv tal-hut
adulti (g)

Nisa: 1,5 £ 20 %
Irgiel: 2,5 £ 20 %

Nisa: 0,35 £ 20 %
Irgiel: 0,35 £ 20 %

Nisa: 0,65 £ 20 %
Irgiel: 0,4 £ 20 %

13. Nru ta’ hut fkull re-
cipjent tat-test

6 (2 irgiel u 4 nisa)

10 (5 irgiel u 5 nisa)

10 (5 irgiel u 5 nisa)

14. Nru ta’ trattamenti

= 3 (flimkien mal-kontrolli
xierqa)

= 3 (flimkien mal-kontrolli
xierqa)

= 3 (flimkien mal-kontrolli
xierqa)

15. Nru ta’ recipjenti
ghal kull trattament

Minimu ta’ 4

Minimu ta’ 2

Minimu ta’ 2

16. Nru ta’ hut ghal kull
koncentrazzjoni tat-
test

16-il mara adulta u 8 irgiel
(4 nisa u 2 irgiel fkull re-
¢ipjent replika)

10 nisa adulti u 10 irgiel
(5 nisa u 5 irgiel fkull re-
cipjent irreplikat)

10 nisa adulti u 10 irgiel
(5 nisa u 5 irgiel fkull recip-
jent irreplikat)
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17. Regim ta’ tmigh Gambli adulti jew nauplii | Gambli nauplii tal-ilma Gambli nauplii tal-ilma mie-
tal-ilma mielah hajjin jew | mielah darbtejn jew tliet lah darbtejn jew tliet darbiet
iffrizati darbtejn jew tliet darbiet kuljum (ad libitum), | kuljum (ad libitum), ikel dis-
darbiet kuljum (ad libitum), | ikel disponibbli fis-suq jew | ponibbli fis-suq jew tahlita
ikel disponibbli fis-suq jew | tahlita ta’ dawn thawn fuq | ta’ dawn ta’ hawn fuq
tahlita ta’ dawn thawn fuq
18. Ossigenazzjoni Xejn hlief jekk il-koncen- Xejn hlief jekk il-koncen- Xejn hlief jekk il-koncentraz-
trazzjoni tad-DO taqa’ taht | trazzjoni tad-DO taqa’ taht | zjoni tad-DO taqa’ taht is-
is-60 % tas-saturazzjoni tal- | is-60 % tas-saturazzjoni tal- | 60 % tas-saturazzjoni tal-
arja arja arja
19. Ilma tad-dilwizzjoni | llma tal-wicc, tal-bir jew ri- | Ilma tal-wicc, tal-bir jew ri- | Ilma tal-wicc, tal-bir jew ri-
kostitwit jew ilma tal-vit kostitwit jew ilma tal-vit kostitwit jew ilma tal-vit
deklorinat nadif deklorinat nadif deklorinat nadif
20. Perjodu ta’ preespo- | 7 ijiem rakkomandati 7 ijiem rakkomandati 7 ijiem rakkomandati
zizzjoni
21. Durata tal-espoziz- 21 jum 21 jum 21 jum
zjoni kimika
22. Punti ta’ tmiem bijo- | sopravivenza sopravivenza sopravivenza
logici imgiba imgiba imgiba
karatteristici sesswali se- karatteristici sesswali se- VTG
kondarji kondarji
VTG VTG
23. Accettabilita tat-test | Ossigenu dissolt > 60 % Ossigenu dissolt > 60 % Ossigenu dissolt > 60 % tas-

tas-saturazzjoni; tempera-
tura medja ta’ 25 + 2 °C;
sopravivenza ta’ 90 % tal-
hut fil-kontrolli;
koncentrazzjonijiet imkejla
tat-test fi hdan 20 % tal-va-
luri medji mkejla ghal kull
livell ta’ trattament.

tas-saturazzjoni; tempera-
tura medja ta’ 24 2 °C;
sopravivenza ta’ 90 % tal-
hut fil-kontrolli;
koncentrazzjonijiet imkejla
tat-test fi hdan 20 % tal-va-
luri medji mkejla ghal kull
livell ta’ trattament.

saturazzjoni; temperatura
medja ta’ 26 = 2 °C; sopravi-
venza ta’ 90 % tal-hut fil-
kontrolli; koncentrazzjonijiet
imkejla tat-test fi hdan 20 %
tal-valuri medji mkejla ghal
kull livell ta’ trattament.




L 54/216 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

1.3.2016

Appendiéi 3

Uhud mill-karatteristi¢i kimici ta’ ilma tad-dilwizzjini accettabbli

Komponent Koncentrazzjonijiet
Materja partikolata <20 mg/l
Karbonju organiku totali <2 mgfl
Ammonijaka mhux jonizzata <1 pgfl

Kloru residwu

<10 pgfl

Pesticidi organofosforici totali

Pesticidi organofosforici totali flimkien ma’ bifenili poliklorinati

<50 ng/l

Klorin organiku totali

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l
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Appendiéi 4A
Sottostrat ghall-bidien ghaz-zebra
Trej ghall-bidien: dixx kollu tal-hgieg, per ezempju 22 x 15 x 5,5 cm (I x w x d), kopert b’kannizzata tal-azzar

inossidabbli li tista’ titnehha (xibka wiesgha 2 mm). Il-kannizzata ghandha tghatti l-bokka tad-dixx flivell taht ix-
xifer.

A
AR "‘\‘ AT AT ‘\ 1. - AT
o T TG '-'.": SESIZL AV TNINE é

W T TR T WY T - T AR WY W OV . oe
““““‘ N \'a AL AREBEE ? SRR

PR BABABBER -  Ticwmm | TemBlmimnY AR mnae
M ARBREREEL B TR A
L LG AL LCALE AL ALA LA R R LRk

e s s e s sl e e e e e e s il

THr T TR RS

Is-sottostrat tal-bidien ghandu jitpogga fuq il-kannizzata. Ghandu jipprovdi struttura biex il-hut ikunu jistghu jidhlu
fiha. Perezempju, pjanti artificjali tal-akkwarji maghmulin minn materjal ahdar tal-plastik huma tajbin (NB: ghandu
jitqies l-adsorbiment possibbli tal-kimika tat-test fil-materjal tal-plastik). Il-materjal tal-plastik ghandu jitbattal fvolum
suffi¢jenti ta’ ilma shun ghal tul ta’ zmien suffi¢jenti biex jigi zgurat li ma tintreha ebda sustanza kimika fl-ilma tat-
test. Meta jkun ged jintuza materjal tal-hgieg ghandu jigi zgurat li I-hut la jindarab u langas ma jkun iffullat matul 1-
azzjonijiet vigoruzi tieghu.

Id-distanza bejn it-trej u l-panewwi tal-hgieg ghandha tkun ta’ mill-inqas 3 cm biex jigi zgurat li I-bidien ma jsirx
barra mit-trej. Il-bajd 1i jitbied fuq it-trej jaga’ minn gol-kannizzata u jista’ jigi kampjunat tliet kwarti sa siegha wara
I-bidu tal-illuminazzjoni. Il-bajd trasparenti ma jehilx u jista’ jinghadd fac¢ilment permezz tal-uzu ta’ dawl transversali.
Meta jkunu ged jintuzaw hames nisa fkull recipjent, sa 20 bajda fgurnata jistghu jitqiesu bhala kwantita baxxa, sa
100 bhala medja u aktar minn 100 bhala kwantita gholja. It-trej tal-bidien ghandu jitnehha, il-bajd ghandu jingabar
u t-trej tal-bidien ghandu jerga’ jiddahhal fir-recipjent tat-test, jew l-aktar tard possibbli filghaxija jew kmieni hafna
filghodu. It-trej tal-bidien m’ghandux jithalla aktar minn siegha biex jerga’ jiddahhal peress li nkella s-sinjal tas-
sottostrat tal-bidien jista’ jinduc¢i tghammir individwali u bidien fi Zmien mhux tas-soltu. Jekk sitwazzjoni tkun
tehtieg li t-trej tal-bidien jiddahhal aktar tard, dan ghandu jsir mill-inqas 9 sighat wara l-bidu tal-illuminazzjoni.
Fdan il-hin tard fil-gurnata, il-bidien ma jibqax jigi indott iktar.
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Appendiéi 4B

Sottostrat tal-bidien ghall-karpjun buras

Fkull kompartiment tat-test jitqieghdu zewg jew tliet madumiet jew trejs riproduttivi kkombinati tal-plastik/
ceramikafhgieg jew tal-azzar inossidabbli (ez., kanal semicirkulari griz twil 80 mm mgqieghed fuq trej bix-xoffa twil
130 mm) (ara l-istampa). Intwera li madum tac-ceramika jew tal-PVC akklimatizzati sew joqghod bhala sottostrat tal-
bidien (Thorpe et al, 2007).

Huwa rrakkomandat li l-madum jinbarax biex tittejjeb l-adezjoni. It-trej ghandu jigi skrinjat ukoll biex il-hut
jitwaqqaf milli jaccessa 1-bajd li jkun waqa’ sakemm ma tkunx intweriet effi¢jenza tas-sottostrat tal-bidien uzat fl-
adezjoni tal-bajd.

[l-bazi hija ddisinjata biex izzomm kwalunkwe bajd li ma jehilx mal-wi¢¢ tal-madum u ghalhekk jaga’ fqiegh it-tank
(jew dak il-bajd li jitbied direttament fuq il-bazi catta tal-plastik). Qabel jintuzaw is-sottostrati tal-bidien ghandhom
jitbattlu lkoll ghal mhux anqas minn 12-il siegha, filma tad-dilwizzjoni.

REFERENZI

Thorpe KL, Benstead R, Hutchinson TH, Tyler CR, 2007. An optimised experimental test procedure for measuring
chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81, 90-98.
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Appendiéi 5A

Valutazzjoni tal-karatteristici sesswali sekondarji fil-karpjun buras ghad-detezzjoni ta’ certi
sustanzi kimici attivi fis-sistema endokrinali

Harsa generali

Karatteristici potenzjalment importanti fid-dehra fizika fil-karpjuni buras adulti fl-ittestjar ghal sustanzi li jfixklu s-
sistema endokrinali jinkludu I-kulur tal-gisem (jigifieri car/skur), il-mudelli ta’ kolorazzjoni (jigifieri l-prezenza jew in-
nuqgas ta’ faxex vertikali), il-forma tal-gisem (jigifieri I-forma tar-ras u tar-regjun pettorali, id-distensjoni tal-addome),
u l-karatteristici sesswali sekondarji spe¢jalizzati (jigifieri l-ghadd u d-dags tat-tuberkuli tan-namra, id-dags tal-
kuxxinett dorsali u tal-ovipozitur).

It-tuberkuli tan-namra jinsabu fuq irras (il-kuxxinett dorsali) tal-karpjuni buras irgiel riproduttivament-attivi, u
generalment ikunu rrangati fmudell simmetriku bilateralment (Jensen et al. 2001). In-nisa tal-kontroll u l-irgiel u n-
nisa zghar ma juru l-ebda zvilupp ta’ tuberkuli (Jensen et al. 2001). Jista’ jkun hemm sa tmien tuberkuli individwali
madwar l-ghajnejn u bejn l-imnifsejn tal-irgiel. L-akbar ghadd ta’ tuberkuli u l-akbar tuberkuli jinsabu fzewg linji
paralleli ezatt taht l-imnieher u fuq il-halq. Fhafna hut hemm gruppi ta’ tuberkuli taht ix-xedaq tisfel; dawk l-eqreb
tal-halq generalment jinsabu bhala par uniku, filwaqt li l-iktar sett ventrali jista’ jkun maghmul minn massimu ta’
erba’ tuberkuli. L-ghadd attwali ta’ tuberkuli rarament ikun ta’ aktar minn 30 (medda, 18-28; Jensen et al. 2001). It-
tuberkuli predominanti (ftermini ta’ ghadd) huma prezenti bhala struttura wahda, relattivament tonda, b'gholi kwazi
ekwivalenti ghar-ragg. Hafna mill-irgiel attivi fir-riproduzzjoni ghandhom ukoll, tal-angas ftit, tuberkuli mkabbrin u
evidenti i mhumiex distingwibbli bhala strutturi individwali.

Xi tipi ta’ sustanzi kimici li jfixklu s-sistema endokrinali jistghu jikkawzaw l-okkorrenza anormali ta’ certi karatte-
ristici sesswali sekondarji fis-sess oppost; perezempju, agonisti tar-ricettur tal-androgenu, bhal 17p-metiltestosteron
jew 17p-trenbolon, jistghu jikkawzaw l-izvilupp ta’ tuberkuli tan-namra fil-karpjuni buras nisa (Smith 1974; Ankley
et al. 2001; 2003), filwaqt li agonisti tar-ricettur tal-estrogenu jistghu jnaqqsu l-ghadd jew id-dags tat-tuberkuli tan-
namra fl-irgiel (Miles-Richardson et al. 1999; Harries et al. 2000).

Hawn taht hawn deskrizzjoni tal-karatterizzazzjoni tat-tuberkuli tan-namra fil-karpjuni buras fuq il-bazi ta’
proceduri uzati fil-laboratorju tal-Environmental Protection Agency fDuluth, MN, l-Istati Uniti. Prodotti ufjew
taghmir specifici jistghu jigu sostitwiti ma’ materjali paragunabbli disponibbli.

L-osservazzjoni ssir l-ahjar bl-uzu ta’ lenti illuminata jew mikroskopju 3X illuminat ghad-dissezzjonijiet. Hares lejn
il-huta mil-lat dorsali u anterjuri 1 quddiem (ir-ras lejn min ikun ged josserva).

a) Poggi l-huta fdixx Petri zghir (ez., b'dijametru ta’ 100 mm), anterjuri 'l quddiem, u ventrali 7 isfel. Iffoka I-
viewfinder biex tippermetti l-identifikazzjoni tat-tuberkuli. Bil-galbu u bil-mod dawwar il-huta minn naha ghall-
ohra biex tidentifika z-Zoni fejn ikun hemm it-tuberkuli. Ghodd u kklassifika t-tuberkuli.

b) Irrepeti l-osservazzjoni fuq il-lat ventrali tar-ras billi tpoggi I-lat anterjuri dorsali tal-huta 'l quddiem fid-dixx Petri.

¢) L-osservazzjonijiet ghandhom jitlestew fi zmien 2 minuti ghal kull huta.

L-Ghadd u 1-Klassifikazzjoni tat-Tuberkuli

Gew identifikati sitt zoni specifi¢i ghall-valutazzjoni tal-prezenza u tal-izvilupp tat-tuberkuli fkarpjuni buras adulti.
Gie zviluppat mudell biex jigi mmappjat il-post u l-kwantita tat-tuberkuli prezenti (ara tmiem dan I-Appendici). L-
ghadd ta’ tuberkuli jigi rregistrat u d-daqs taghhom jista’ jigi kklassifikat b'mod kwantitattiv bhala: 0- xejn, 1-
prezenti, 2-imkabbrin u 3-evidenti ghal kull organizmu (Fig. 1).

Klassifikazzjoni ta’ 0- ebda tuberkulu prezenti. Klassifikazzjoni ta’ 1-prezenti, hija identifikata bhala kwalunkwe
tuberkulu li jkollu punt uniku li l-gholi tieghu ikun kwazi ekwivalenti ghar-ragg tieghu (dijametru). Klassifikazzjoni
ta’ 2- mkabbrin, hija identifikata bhala tessut li fid-dehra jixbah asterisk, li generalment ikollu bazi radjali kbira bi
xquq jew kanali hergin mic-centru. Hafna drabi l-gholi tat-tuberkuli ikun aktar ippizzjat izda xi drabi jista’ jkun
naqra fit-tond. Klassifikazzjoni ta’ 3- evidenti, generalment ikun pjuttost kbir u ttundjat bi struttura inqas definita. Xi
drabi dawn it-tuberkuli ikunu qrib xulxin u jiffurmaw massa wahda tul Zona individwali jew tahlita ta’ Zoni (B, C
u D, deskritti hawn taht). Il-kolorazzjoni u d-disinn huma simili ghall-klassifikazzjoni ta’ 2 izda xi drabi ikunu
pjuttost indiskriminati. Generalment l-uzu ta’ din is-sistema ta’ klassifikazzjoni jwassal ghal punteggi globali ta’
tuberkuli ta’ < 50 fragel normali tal-kontroll b'ghadd ta’ 18 sa 20 tuberkulu (Jensen et al. 2001
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Figura 1

Féertu hut I-ghadd propju ta’ tuberkuli jista’ jkun akbar mill-kaxxi tal-mudelli (Appendici A) ghal zona partikolari ta’
klassifikazzjoni. Fdan il-kaz, in-numri addizzjonali ta’ klassifikazzjoni jistghu jigu mmarkati gewwa, fuq il-lemin jew
fuq ix-xellug tal-kaxxa. Ghalhekk, il-mudell m'ghandux ghalfejn ikun simmetriku. Teknika addizzjonali ghall-
immappjar tat-tuberkuli fpari jew mehmuzin vertikalment tul il-pjan orizzontali tal-halq tista’ ssir billi fkaxxa
wahda jitnizzlu Zewg punti ta’ klassifikazzjoni tat-tuberkuli.

Regjuni ta’ mmappjar:

A — Tuberkuli li jinsabu madwar l-ghajnejn. Jigu mmappjati mil-lat dorsali ghal dak ventrali madwar ir-rimm
anterjuri tal-ghajn. Komunement dawn ikunu fmultipli firgiel maturi ta’ kontroll, ma jkunux prezenti fnisa ta’
kontroll, ikunu generalment fpar (wiehed hdejn kull ghajn) jew wahedhom fnisa esposti ghall-androgeni.

B — Tuberkuli li jinsabu bejn l-imnieher, (pori sensorjali fil-kanal). Normalment dawn ikunu fpari firgiel tal-
kontroll flivelli aktar elevati (2- imkabbrin jew 3- evidenti) ta’ zvilupp. Mhux prezenti fnisa tal-kontroll bxi
okkorrenza u zvilupp fnisa esposti ghall-androgeni.

C — Tuberkuli li jinsabu ezatt wara l-imnieher, paralleli mal-halq. Generalment dawn ikunu mkabbrin jew evidenti
firgiel maturi tal-kontroll. Prezenti jew imkabbrin firgiel anqas Zviluppati jew fnisa ttrattati bl-androgeni.

D — Tuberkuli li jinsabu paralleli tul il-linja tal-halg. Generalment ikklassifikatati bhala zviluppati firgiel tal-
kontroll. Assenti fnisa tal-kontroll izda prezenti fnisa esposti ghall-androgeni.

E — Tuberkuli li jinsabu fuq ix-xedaq tisfel, qrib il-halq, normalment ikunu zghar u generalment ikunu fpari.
Ivarjaw firgiel tal-kontroll jew ittrattati, u fnisa ttrattati.

F — Tuberkuli li jinsabu fil-lat ventrali ghal E. Normalment ikunu zghar u fpari. Prezenti firgiel tal-kontroll u fnisa
esposti ghall-androgeni.
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Mudell ghat-Tuberkuli Klassifikazzjoni Numerika
ID 1-prezenti
Data 2-mkabbar
Total 3-pronunzjat
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1

X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
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Appendiéi 5B

Valutazzjoni tal-karatteristi¢i sesswali sekondarji fil-medaka ghad-detezzjoni ta’ certi sustanzi
kimici attivi fis-sistema endokrinali

Hawn taht hawn deskrizzjoni tal-kejl tal-processi papillari (*), li huma l-karatteristici sesswali sekondarji fil-medaka
(Oryzias latipes).

(*) Normalment il-processi papillari jidhru biss firgiel adulti u jinsabu fuq ix-xewk tal-pinen mit-tieni sas-seba’ jew
it-tmien wahda jekk wiehed jghodd min-naha posterjuri tal-pinna anali (Fig.1 u 2). Madankollu, il-processi
rarament jidhru fl-ewwel xewka tal-pinna mil-lat posterjuri tal-pinna anali. Dan 1-SOP ikopri l-kejl ta’ processi
fuq l-ewwel xewka tal-pinna (I-ghadd ta’ xewk tal-pinen jirreferi ghall-ordni min-naha posterjuri tal-pinna anali
fdan 1-SOP).

(1) Wara l-qtugh tal-fwied (Appendici 6), il-karkassa titqieghed ftubu koniku li jkun fih madwar 10 ml ta’ 10 %
formalina newtrali bbaferjata (il fuq: ir-ras, 'l isfel: id-denb). Jekk il-gonada titgieghed fsoluzzjoni ohra li mhix
10 % formalina newtrali bbaferjata, aghmel qatgha trasversali tul il-karkassa bejn ir-regjun anterjuri tal-pinna
anali u l-anus permezz ta’ xafra, u ara li ma taghmilx hsara lill-gonopori u l-gonada stess (Fig.3). Poggi n-naha
kranjali tal-gisem tal-huta fis-soluzzjoni fissattiva biex tippreserva l-gonada, u n-naha tad-denb tal-gisem tal-
huta £10 % formalina newtrali bbaferjata kif deskritta hawn fuq.

(2) Wara li tpoggi l-gisem tal-huta £10 % formalina newtrali bbaferjata, agbad ir-regjun anterjuri tal-pinna anali
b'pinzetta u itwih ghal madwar 30 sekonda biex iZomm il-pinna anali miftuha. Meta tkun ged tagbad il-pinna
anali b’pinzetta, agbad ftit xewk tal-pinen fir-regjun anterjuri bil-galbu biex ma tobroxx il-processi papillari.

(3) Wara li zzomm il-pinna anali miftuha ghal madwar 30 sekonda, ahzen gisem il-huta £10 % formalina newtrali
bbaferjata ftemperatura ambjentali sakemm jitkejlu l-processi papillari (il-kejl ghandu jsir wara ffissar ghal
mhux anqas minn 24 siegha).

Kejl

(1) Wara l-iffissar tal-gisem tal-huta £10 % formalina newtrali bbaferjata ghal mill-inqas 24 siegha, igbor il-
karkassa tal-huta mit-tubu koniku u imsah il-formalina fuq il-karta tal-filtru (jew b’xugaman tal-karta).

(2) Poggi l-huta bl-addome 'l fuq. Imbaghad aqta’ I-pinna anali b'imqass zghar tad-dissezzjoni bil-galbu (idealment
ghandek taqta’ l-pinna anali b’ammont zghir ta’ pterigjofora).

(3) Agbad ir-regjun anterjuri tal-pinna anali li tkun inqatghet b’pinzetta u poggiha fuq lastra tal-hgieg b'diversi qtar
tal-ilma. Imbaghad aghtti l-pinna anali b’ghatu tal-hgieg. Ara li meta tkun qed tagbad il-pinna anali bil-pinzetta
ma tobroxx il-processi papillari.

(4) Ghodd in-numru taljoint plate bi processi papillari permezz ta’ kontatur taht mikroskopju bijologiku
(mikroskopju wieqaf jew mikroskopju invertit). Il-processi papillari jingharfu meta jkun hemm formazzjoni
zghira ta’ processi vizibbli fuq in-naha posterjuri taljoint plate. Ikteb in-numru tal-patt maghqud li jkollu
processi papillari fkull xewka tal-pinna fuq il-worksheet (ez. l-ewwel xewka tal-pinna: 0, it-tieni xewka tal-
pinna: 10, it-tielet xewka tal-pinna: 12, ec¢.) u dahhal it-total ta’ dan in-numru fuq l-spreadsheet tal-Excel ghal
kull huta individwali. Jekk ikun hemm bzonn, hu ritratt tal-pinna anali u ghodd in-numru talyjoint plate bi
processi papillari fuq ir-ritratt.

(5) Wara l-kejl, poggi I-pinna anali fit-tubu koniku deskritt £(1) u ahznu.
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Fig.1.

Dijagramma i turi differenza sesswali fil-forma u d-daqs tal-pinna anali. A, ragel; B, mara. Oka, T. B, 1931.
On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac.
Sci., Tokyo Univ,, IV, 2: 209-218.

Fig.2.

A, Processi fuq joint plates ta’ xewka tal-pinna anali. J.P., joint plate; A.S., spazju assjali; P., process. B,

Estremita distali tax-xewka tal-pinna. L-Aktinotrikiji (Act.) qeghdin fuq il-ponta. Oka, T. B., 1931. On the

processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci.,
Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

Fig.3.
Ritratt tal-gisem ta’ huta li juri l-post tal-qtugh meta l-gonada tkun iffissata fis-soluzzjoni fissattiva li
mhijiex 10 % formalina newtrali bbaferjata. Fdak il-kaz, il-gisem li jifdal jinqata’ bejn ir-regjun anterjuri tal-
pinna anali u l-anus b’xafra (strixxa hamra), u l-parti tar-ras tal-gisem tal-huta titqieghed fis-soluzzjoni
fissattiva ghall-gonada u l-parti tad-denb ta’ gisem il-huta titqieghed £10 % formalina newtrali bbaferjata.

cut e
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Appendici 6

Proceduri rakkomandati ghall-gbir ta’ kampjuni ghall-analizi tal-vitellogenina
Ghandha tinghata attenzjoni biex tigi evitata kontrokontaminazzjoni bejn il-kampjuni tal-VTG tal-irgiel u tan-nisa.

Proc¢edura 1A: Karpjun Buras, II-Gbir ta’ Demm mill-Vina/Arterja Kawdali

Wara li tinghata l-anestesija, il-pedunkulu kawdali jinqata’ parzjalment b'xafra tal-iskarpell u d-demm jingabar mill-
malajr permezz ta’ centrifugazzjoni ghal 3 min £15 000 g (jew inkella ghal 10 min. £15 000g ftemperatura ta’
4 °C). Jekk ikun mixtieq, il-persentagg tal-ematokrit jista’ jigi determinat wara ¢-Centrifugazzjoni. Imbaghad il-
porzjon tal-plazma jitnehha mit-tubu mikroematokritiku u jinhazen go tubu ¢entrifugu b’0,13-il unita ta’” aprotinin
(inibitur tal-proteazi) ftemperatura ta’ — 80 °C sakemm tista’ ssir id-determinazzjoni tal-vitellogenina. Skont id-dags
tal-karpjun buras (li jiddependi mis-sess), il-volumi tal-plazma li jistghu jingabru generalment ivarjaw minn 5
sa 60 mikrolitru ghal kull huta (Jensen et al. 2001).

Proc¢edura 1B: Karpjun Buras, II-Gbir ta” Demm mill-Qalb

Inkella d-demm jista’ jingabar ukoll permezz ta’ titqiba fil-qalb b’siringa eparinizzata (1 000 unita eparina ghal kull
ml). Id-demm jigi ttrasferit ftubi Eppendorf (mizmuma fuq is-silg) u mbaghad jigi centrifugat (5 min, 7 000 g,
ftemperatura ambjentali). Il-plazma ghandha tigi ttrasferita ftubi Eppendorf nodfa (falikwoti jekk il-volum tal-
plazma jippermetti li dan isir) u dlonk tigi ffrizata ftemperatura ta’ — 80 °C, sakemm tigi analizzata (Panter et al,
1998).

Procedura 2A: Medaka Gappuniza, il-Qtugh tal-Fwied fil-Medaka
It-tnehhija tal-huta tat-test mill-kompartiment tat-test

(1) I-hut tat-test ghandu jitnehha mill-kompartiment tat-test permezz ta’ xibka zghira fforma ta’ mgharfa (spoon-
net). Ara li ma twaqgax il-hut tat-test fil-kompartimenti l-ohra tat-test.

(2) Fil-principju, il-hut tat-test ghandu jitnehha fl-ordni li gejja: il-kontroll, il-kontroll tas-solvent (fejn xieraq), I-
inqas koncentrazzjoni, il-koncentrazzjoni tan-nofs, l-oghla koncentrazzjoni u I-kontroll pozittiv. Barra minn
hekk, l-irgiel kollha ghandhom jitnehhew minn kompartiment wiehed tat-test qabel ma jitnehhew in-nisa li
jifdal.

(3) Is-sess ta’ kull huta tat-test jigi identifikat abbazi tal-karatteristici sesswali sekondarji esterni (ez. il-forma tal-
pinna anali).

(4) Poggi l-hut tat-test frecipjent ghat-trasport u gorru lejn l-istazzjon tax-xoghol ghall-qtugh tal-fwied. Iccekkja t-
tikketti tal-kompartiment tat-test u tar-recipjent tat-trasport ghall-ezattezza u biex tikkonferma li I-ghadd ta’ hut
li jkun tnehha mill-kompartiment tat-test u li I-ghadd ta’ hut li fadal fil-kompartiment tat-test huma konsistenti
ma’ dak li huwa mistenni.

(5) Jekk is-sess ma jkunx jista’ jigi identifikat mid-dehra esterna tal-huta, nehhi I-hut kollu mill-kompartiment tat-

test. Fdan il-kaz, is-sess ghandi jigi identifikat billi jigu osservati l-gonadi jew il-karatteristici sesswali sekondarji
taht mikroskopju sterjoskopiku.

Qtugh tal-fwied

(1) Ittrasferixxi l-hut tat-test mir-recipjent biex jigi trasportat lejn is-soluzzjoni anestetika bix-xibka zghira fforma
ta’ mgharfa.

(2) Wara li l-hut tat-test ikun gie anestetizzat, ittrasferixxi I-hut tat-test fuq karta fitru (jew bicca tal-karti) b’pinzetta
(tip baziku). Meta tkun qed izzomm il-hut tat-test, applika l-pinzetta fuq il-gnub tar-ras biex tevita milli tikser
id-denb.

(3) Imsah l-ilma fuq wic¢ il-huta tat-test fuq il-karta filtru (jew il-bic¢a tal-karti).

(4) Poggi l-hut bl-addome 'l fuq. Imbaghad aghmel in¢izjoni trazversali zghira bejn ir-regjun ventrali tal-ghonq u r-
regjun addominali tan-nofs b'imqass tad-dissezzjoni.
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branchial mantle ghan-naha kranjali tal-anus tul il-linja tan-nofs tal-addome. Ara li ma dahhalx l-imqass tad-
dissezzjoni wisq fil-fond biex tevita milli taghmel hsara fil-fwied u I-gonadi.

(6) Wettaq l-operazzjonijiet li gejjin taht il-mikroskopju sterjoskopiku.

(7) Poggi l-hut tat-test bl-addome 'l fuq fuq il-bicca tal-karti (dixx Petri tal-hgieg jew lastri tal-hgieg huma
disponibbli wkoll).

(8) Estendi l-hitan tal-kavita addominali b'pinzetta ta’ precizjoni u ohrog l-organi interni fuq barra. Huwa
accettabbli wkoll li tohrog l-organi interni fuq barra billi tnehhi naha wahda tal-hajt tal-kavita addominali jekk
ikun mehtieg.

(9) Esponi l-parti mqgabbda tal-fwied u tal-marrara b’pinzetta ohra ta’ precizjoni. Imbaghad agbad il-kanal tal-bili u
aqta’ l-marrara barra. Ara li ma tiksirx il-marrara.

(10) Agbad l-esofagu u bl-istess mod aqta’ l-passagg gastrointestinali minn mal-fwied. Ara li l-kontenut tal-passagg
gastrointestinali ma jnixxix. Aqta’ l-passagg gastrointestinali kawdali minn mal-anus u nehhi l-passagg mill-
kavita addominali.

(11) Ittrimmja l-massa ta’ xaham u t-tessuti I-ohrajn mill-periferija tal-fwied. Ara li ma tobroxx il-fwied.

(12) Agbad iz-Zona portali tal-fwied permezz tal-pinzetta ta’ precizjoni u nehhi I-fwied mill-kavita addominali.

(13) Poggi I-fwied fuq il-lastra tal-hgieg. Permezz tal-pinzetta ta’ precizjoni, nehhi kwalunkwe xaham addizzjonali u
tessut estranju (ez., ir-rita addominali), jekk ikun mehtieg, mill-wic¢ tal-fwied.

(14) Kejjel il-piz tal-fwied b’'mikrotubu ta’ 1,5 ml bhala tara permezz ta’ mizien analitiku elettroniku. Irregistra 1-
valur fuq il-worksheet (jinqara: 0,1 mg). Ikkonferma l-informazzjoni ta’ identifikazzjoni fuq it-tikketta tal-
mikrotubu.

(15) Aghlaq l-ghatu tal-mikrotubu li fih il-fwied. Zommu mahzun fi xtilliera ghat-tkessih (jew fi xtilliera tas-silg).

(16) Wara l-qtugh ta’ fwied wiched, naddaf l-istrumenti tad-dissezzjoni jew ibdilhom ma’ ohrajn nodfa.

(17) Nehhi I-fwied mill-hut kollu fir-re¢ipjent tat-trasport kif deskritt hawn fuq.

(18) Wara l-qtugh tal-fwied mill-hut kollu fir-recipjent tat-trasport (jigifieri l-irgiel jew in-nisa kollha fkompartiment
tat-test), poggi l-kampjuni kollha tal-fwied fi xtilliera ghat-tubi btikketta ghall-identifikazzjoni u ahzinha fil-
friza. Meta |-fwied jinghata ghal pretrattament ftit wara l-qtugh, il-kampjuni jittiehdu fl-istazzjon tax-xoghol li

jmiss fi xtilliera ghat-tkessih (jew fi xtilliera tas-silg).

Wara l-qtugh tal-fwied, il-karkassa tal-huta tkun disponibbli ghall-kejl tal-karatteristici sesswali sekondarji.

Kampjun

Ahzen il-kampjuni tal-fwied li ttiehdu mill-hut tat-test ftemperatura ta’ < — 70 °C jekk ma jintuzawx ghall-pretrat-
tament ftit wara l-qtugh.

Fig-1

Qatgha ezatt wara l-pinen pettorali bi mqass.
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Fig-2

In¢izjoni fil-linja tan-nofs tal-addome b’imgqass sa punt madwar 2 mm kranjali ghall-anu.

Fig-3

Il-hitan addominali jinferqu b’forcipi biex jigi espost il-fwied u organi interni ohra. (Inkella, il-hitan
addominali jistghu jigu ppinjati lateralment). Il-vlegga turi I-fwiedOvarji

Fig-4

Il-fwied gie dissezzjonat u jinqata’ malajr bil-forcipi.

T ™ a
T T
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Fig-5

L-intestini jinhargu bil-galbu permezz tal-for¢ipi.

Fig-6

Iz-zewg trufijiet tal-intestini u kwalunkwe appendici mezenterika jinqatghu bl-imgass.

Fig-7 (mara)

Il-procedura hija identika ghall-mara.
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Fig-8

Il-procedura lesta.

Proc¢edura 2 B: Medaka Gappuniza (Oryzias latipes), Pretrattament tal-Fwied ghall-Analizi tal-Vitellogenina

Hu l-flixkun tal-bafer omogenat mill-kitt ELISA u keshu b'silg imfarrak (temperatura tas-soluzzjoni: < 4 °C). Jekk
ikun qed jintuza bafer omogenat mis-sistema EnBio ELISA, halli s-soluzzjoni toqghod ftemperatura tal-kamra, u
mbaghad kessah il-flixkun bis-silg imfarrak.

Ikkalkola l-volum tal-bafer omogenat ghall-fwied fuq il-bazi tal-piz tieghu (ghall-omogenat zid 50 pl ta’ bafer
omogenat ghal kull mg tal-piz tal-fwied). Perezempju, jekk il-piz tal-fwied ikun ta’ 4,5 mg, il-volum tal-bafer
omogenat ghall-fwied ikun ta’ 225 pl. Hejji lista tal-volum tal-bafer omogenat ghall-fwied kollu.

Thejjija tal-fwied ghal pretrattament
(1) Ohrog il-mikrotubu ta’ 1,5 ml li jkun fih il-fwied mill-friza ezatt qabel it-trattament minn gabel.

(2) I-pretrattament tal-fwied mill-irgiel ghandu jsir qabel dak tan-nisa biex tigi evitata kontaminazzjoni tal-vitello-
genina. Barra minn hekk, il-pretrattament ghall-gruppi tat-test ghandu jsir fl-ordni li gejja: il-kontroll, il-
kontroll tas-solvent (fejn xieraq), l-inqas koncentrazzjoni, il-koncentrazzjoni tan-nofs, l-oghla koncentrazzjoni u
l-kontroll pozittiv.

(3) L-ghadd ta’ mikrotubi ta’ 1,5 ml li jkun fihom kampjuni tal-fwied mehudin mill-friza fi zmien partikolari
m'ghandux jagbez l-ghadd li jista’ jigi centrifugat dak il-hin.

(4) Irranga l-mikrotubi ta’ 1,5 ml li fihom il-kampjuni tal-fwied fl-ordni tan-numru tal-kampjun fuq ix-xtilliera tas-
silg (mhemmx bzonn li I-fwied jinhall).

Operazzjoni tal-pretrattament
1. Zieda tal-bafer omogenizzanti

(1) Iccekkja I-lista ghall-volum tal-bafer omogenat li se jintuza ghal kampjun partikolari ta’ fwied u aggusta I-
mikropipetta (medda tal-volum: 100-1 000 pl) sakemm jintlahaq il-volum xieraq. Wahhal ponta nadifa mal-
mikropipetta.

(2) Hu l-bafer omogenat mill-flixkun tar-reagent u zid il-bafer mal-mikrotubu ta’ 1,5 ml li jkun fih il-fwied.

(3) Zid il-bafer omogenat fil-mikrotubi kollha ta’ 1,5 ml li jkun fihom il-fwied skont il-procedura deskritta
hawn fuq. M'hemmx bzonn li tibdel il-ponta tal-mikropipetta ma’ wahda gdida. Madanakollu, jekk il-ponta
tkun kontaminata jew ikun hemm suspett li tkun kontaminata, il-ponta ghandha tinbidel.
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2. Omogenizzazzjoni tal-fwied
(1) Wahhal lida gdida ghall-omogenizzazzjoni mal-omogenizzatur tal-mikrotubu.

(2) Dahhal il-lida fil-mikrotubu ta’ 1,5 ml. Zomm l-omogenizzatur tal-mikrotubu biex taghfas il-fwied bejn il-
wice tal-lida u I-hajt intern tal-mikrotubu ta’ 1,5 ml.

(3) Haddem l-omogenizzatur tal-mikrotubu ghal 10 sa 20 sekonda. Matul l-operazzjoni kessah il-mikrotubu ta’
1,5 ml b’silg imfarrak.

(4) Nehhi l-lida mill-mikrotubu ta’ 1,5 ml u halliha tistrieh ghal madwar 10 sekondi. Imbaghad spezzjona
vizwalment l-istat tas-sospensjoni.

(5) Jekk tara bicciet ta’ fwied fis-sospensjoni, irrepeti l-operazzjonijiet (3) u (4) biex thejji omogenat sodisfacenti
tal-fwied.

(6) Kessah l-omogenat tal-fwied sospiz fuq l-ixtilliera tas-silg sakemm issir i¢-centrifugazzjoni.
(7) Biddel il-lida ma’ wahda gdida ghal kull omogenat.

(8) Omogenizza I-fwied kollha bil-bafer omogenat skont il-procedura deskritta hawn fuq.

3. Centrifugazzjoni tal-omogenat tal-fwied sospiz
(1) Ikkonferma li t-temperatura tal-kompartiment ta¢-centrifugazzjoni imkessah tkun ta’ < 5 °C.

(2) Dahhal il-mikrotubi ta’ 1,5 ml li jkun fihom l-omogenat tal-fwied sospiz fcentrifuga mkessha (aggusta 1-
bilan¢ jekk ikun hemm bzonn).

(3) Iccentrifuga l-omogenat tal-fwied sospiz £13 000 g ghal 10 min ftemperatura f< 5 °C. Madankollu, jekk is-
supernatanti ikunu gew separati b’'mod adegwat, il-forza centrifuga u l-hin jistghu jigu aggustati skont il-
bzonn.

(4) Wara c-Centrifugazzjoni, ara li s-supernatanti jkunu separati b'mod adegwat (saff tal-wicc: lipidu, saff
intermedju: supernatant, saff tal-qiegh: tessut tal-fwied). Jekk is-separazzjoni ma tkunx adegwata, erga’
¢centrifuga s-sospensjoni fl-istess kondizzjonijiet.

(5) Nehhi l-kampjuni kollha mic¢-¢entrifugu mkessah u rrangahom fl-ordni tan-numru tal-kampjun fuq I-
ixtilliera tas-silg. Ara li ma tergax tissospendi kull saff li jkun gie sseparat wara ¢-centrifugazzjoni.

4. T-gbir tas-supernatant
(1) Poggi erba’ mikrotubi ta’ 0,5 ml biex fihom tahzen is-supernatant fl-ixtilliera tat-tubi.

(2) Igbor 30 pl minn kull supernatant (separat bhala s-saff intermedju) bil-mikropipetta u poggih fwiehed mill-
mikrotubi ta’ 0,5 ml. Ara li ma tigborx il-lipidu fuq is-saff tal-wic¢ jew it-tessut tal-fwied fis-saff tal-giegh.

(3) Igbor is-supernatant u qassmu fiz-zewg mikrotubi l-ohra ta’ 0,5 ml bl-istess mod kif deskritt hawn fuq.

(4) Igbor il-bgija tas-supernatant bil-mikropipetta (jekk dan ikun jista’ jsir: > 100 pl). Imbaghad itfa’ s-
supernatant fil-mikrotubu ta’ 0,5 ml li jifdal. Ara li ma tigborx il-lipidu fuq il-wic¢ jew it-tessut tal-fwied fis-
saff tal-qiegh.

(5) Aghlaq l-ghatu tal-mikrotubu ta’ 0,5 ml u ikteb il-volum tas-supernatant fuq it-tikketta. Imbaghad kessah
minnufih il-mikrotubi fuq l-ixtilliera tas-silg.

(6) Biddel il-ponta tal-mikropipetta b'wahda gdida ghal kull supernatant. Jekk ikun hemm ammont kbir ta’
lipidu mwahhal mal-ponta, ibdilha ma’ wahda ¢dida minnufih biex tigi evitata kontaminazzjoni tal-estratt
tal-fwied bix-xaham.
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(7) Qassam is-supernatant centrifugat kollu ferba’ mikrotubi ta’ 0,5 ml skont il-procedura deskritta hawn fuq.

(8) Wara li tkun gassamt is-supernatant fil-mikrotubi ta’ 0,5 ml, poggihom kollha fl-ixtilliera tat-tubi bit-tikketta
ta’ identifikazzjoni, u mbaghad iffrizahom fil-friza minnufih. Jekk il-koncentrazzjonijiet tal-VTG jitkejlu ezatt
wara l-pretrattament, zomm mikrotubu wiehed ta’ 0,5 ml (li fih 30 pl ta’ supernatant) kiesah fl-ixtilliera tat-
tubi u ttrasferixxih fl-istazzjon tax-xoghol fejn se jsir l-assagg ELISA. Fdan il-kaz, poggi I-mikrotubi li fadal
fl-ixtillieri tat-tubi u ffrizahom fil-friza.

(9) Wara li tigbor is-supernatant, armi I-fdalijiet b'mod adegwat.

Hazna tal-kampjun

Ahzen il-mikrotubi ta’ 0,5 ml li jkun fihom is-supernatant tal-omogenat tal-fwied ftemperatura ta’ < — 70 °C
sakemm jintuzaw ghall-ELISA.

Proc¢edura 3A: Zebra, II-Gbir ta’ Demm mill-Vina | Arterja Kawdali

Ezatt wara li tinghata l-anestesija, il-pedunkulu kawdali jingata® b'mod trazversali, u d-demm jittiehed mill-vina/
arterja kawdali permezz ta’ tubu kapillari mikroematokritiku eparinizzat. 1l-volumi tad-demm ivarjaw minn 5
sa 15 pl skont id-dags tal-huta. Mat-tubu mikrokapillari jizdied volum indags ta’ bafer ta’ aprotinin (6 pgml fPBS), u
l-plazma tigi separata mid-demm permezz ta’ centrifugazzjoni (5 minuti b’600 g). ll-plazma tingabar fit-tubi tat-test
u tinhazen ftemperatura ta’ — 20 °C sakemm tigi analizzata ghall-vitellogenina jew ghal proteini ohrajn ta’ interess.

Procedura 3B: Zebra, II-Gbir ta” Demm permezz ta’ Titqiba fil-Qalb

Biex jigi evitat milli d-demm jikkoagula u l-proteini jiddegradaw, il-kampjuni jingabru fbafer ta’ salina b'bafer tal-
Fosfat (PBS) li jkun fih eparina (1 000 unita/ml) u l-inibitur tal-proteazi aprotinin (2 TIU/ml). Bhala ingredjenti ghall-
bafer, huma rrakkomandati melh tal-ammonijaka-eparina, u aprotinin lijofilizzat. Ghall-kampjunar tad-demm, hija
rrakkomandata siringa (1 ml) blabra fissa rqiga (ez. Braun Omnikan-F). Is-siringa ghandha timtela minn qabel
b’bafer (madwar 100 pl) biex il-volumi zghar tad-demm minn kull huta jitnehhew kompletament. Il-kampjuni tad-
demm jittiechdu permezz ta’ titgiba fil-qalb. L-ewwel il-hut ghandu jigi anestetizzat b'MS-222 (100 mg/l). Il-pjan
xieraq ta’ anestesija jippermetti sabiex l-utent jiddistingwi t-tahbita tal-qalb taz-zebra. Waqt li tkun qed ittaqqgab il-
galb, zomm il-pistun tas-siringa taht pressjoni baxxa. Il-volumi tad-demm li jistghu jingabru jvarjaw bejn
20 — 40 mikrolitru. Wara t-titgiba tal-qalb, it-tahlita tad-demm/bafer ghandha tintefa’ fit-tubu tat-test. ll-plazma tigi
separata mid-demm permezz ta’ ¢entrifugazzjoni (20 min; 5 000 g) u ghandha tinhazen ftemperatura ta’ — 80 °C
sakemm tkun mehtiega ghall-analizi.

Procedura 3C: SOP: Zebra, l-omogenizzazzjoni tar-ras u d-denb
(1) I-hut jigi anestetizzat u ewtanizzat skont id-deskrizzjoni tat-test.
(2) Ir-ras u d-denb jinqatghu mill-huta skont il-Figura 1.
Importanti: L-istrumenti kollha tad-dissezzjoni, u l-injama tat-tqattigh ghandhom jitlahalhu u jitnaddfu sew (ez.
b’96 % etanol) bejn l-immaniggjar ta’ kull huta biex jigi evitat ‘tniggis tal-vitellogenina’ minn nisa jew irgiel indotti lil
irgiel li ma gewx indotti.

Figura 1

Ghall-istologija tal-gonadi
Ghall-analizi Vtg Ghall-analizi Vtg

A v A A

Aqta’ minn wara l-pinna Aqta’ minn wara |-pinna
dorsali pettorali
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(3) 1l-piz ikkombinat tar-ras u d-denb minn kull huta jitkejjel sal-eqreb mg.

(4) Wara li jintiznu, il-partijiet jitpoggew ftubi adattati (ez. Eppendorf ta’ 1,5 ml) u jigu ffrizati f— 80 °C sakemm
jigu omogenizzati jew jigu omogenizzati direttament fuq is-silg bzewg pistilli tal-plastik. (Jistghu jintuzaw
metodi ohrajn jekk isiru fuq is-silg u r-rizultat ikun massa omogena). Importanti: It-tubi ghandhom jigu
enumerati sew sabiex ir-ras u d-denb mill-huta jkunu jistghu jigu relatati mas-sezzjoni tal-gisem rispettiva
taghhom uzata ghall-istologija gonadali.

(5) Meta tintlahaq massa omogena, jizdied bafer omogenizzanti (¥) kiesah silg li jkun 4 darbiet il-piz tat-tessut.
Kompli ahdem bil-pistili sakemm it-tahlita tkun omogenja. Nota importanti: Ghal kull huta jintuzaw pistili
godda.

(6) I-kampjuni jitqieghdu fuq is-silg sakemm issir centrifugazzjoni £4 °C b’50 000 x g ghal 30 min.

(7)  Utza pipetta biex tqassam porzjonijiet ta’ 20 pl ta’ supernatant fmill-inqas zewg tubi billi tghaddas il-ponta tal-
pipetta taht is-saff tax-xaham fuq il-wic¢ u tigbed bil-mod is-supernatant minghajr frazzjonijiet ta’ xaham jew

ta’ gerbub.

(8) It-tubi jinhaznu f— 80 °C sakemm jigu biex jintuzaw.

(*) Bafer omogenizzanti:

— (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 1 % Koktejl ta’ inibituri tal-proteazi (Sigma)): 12 ml Tris-HCl pH 7,4 + 120 pl
Koktejl ta’ inibituri tal-proteazi.

— TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN) ez. minn Bie & Berntsen, id-Danimarka.

— Koktejl ta’ inibituri tal-proteazi: Minn Sigma (ghal tessut tal-mammiferi) Numru tal-prodott P 8340.

— Nota: Il-bafer omogenizzanti ghandu jintuza dakinhar stess meta jigi manifatturat. Poggi fuq is-silg waqt li
jkun ged jintuza.
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Appendiéi 7

Kampjuni b’fortifikazzjoni ta’ vitellogenina u standard ta’ referenza interassagg

Fkull jum li jsiru l-assaggi tal-vitellogenina, irid jigi analizzat kampjun taz-zieda maghmul permezz ta’ standard ta’
referenza interassagg. Il-vitellogenina uzata biex isir l-istandard ta’ referenza interassagg ghandha tkun minn lott
differenti minn dak uzat ghat-thejjija ta’ standards tal-kalibragg ghall-assagg imwettaq.

Il-kampjun taz-zieda se jittiehed billi tizdied kwantita maghrufa tal-istandard interassagg ma’ kampjun ta’ plazma tal-
irgiel tal-kontroll. Il-kampjun se jigi mizjud sabiex tinkiseb koncentrazzjoni tal-vitellogenina bejn 10 u 100 darba I-
koncentrazzjoni mistennija tal-vitellogenina tal-hut maskili ta’ kontroll. Il-kampjun tal-plazma tal-irgiel tal-kontroll li
huwa mizjud jista’ jittiehed minn huta wahda jew jista’ jkun gej minn diversi hut.

Sottokampjun tal-plazma tal-irgiel tal-kontroll mhux mizjuda se jigi analizzat ftal-angas zewg wells duplikati. Il-
kampjun mizjud se jigi analizzat ftal-anqas zewg wells duplikati wkoll. Il-kwantita medja tal vitellogenina fiz-zewg
kampjuni tal-plazma mhux mizjuda tal-irgiel tal-kontroll tizdied mal-kwantita kkalkolata tal-vitellogenina mizjuda
maz-zieda tal-kampjuni biex tigi determinata koncentrazzjoni mistennija. Il-proporzjon ta’ din il-koncentrazzjoni
mistennija ghall-koncentrazzjoni mkejla ser jigi rrapportat flimkien mar-rizultati minn kull sett ta’ assaggi li jkunu
saru dakinhar.



Appendiéi 8

Flowchart decizjonali ghall-analizi statistika
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C.38. L-ASSAGG TAL-METAMORFOSI TAL-AMFIBJI
INTRODUZZJONI

1. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida dwar l-ittestjar (TG) 231 tal-OECD (2009). Il-htiega
ta’ zvilupp u validazzjoni ta’ assagg li kapaci jidentifika sustanzi kimici attivi fis-sistema tat-tirojde ta’ specijiet
vertebrati gejja mit-thassib fuq il-fatt li I-livelli ambjentali tas-sustanzi kimici jistghu jikkagunaw effetti avversi
kemm fuq il-bniedem kif ukoll fuq l-organizmi slavag. F-1998, I-OECD nediet attivita ta’ prijorita gholja biex
tirrevedi t-TGs ezistenti u tizviluppa TGs godda ghat-tgharbil u l-ittestjar ta’ sustanzi potenzjali li jfixklu s-
sistema endokrinali. Element tal-attivita kien li tigi Zviluppata TG ghat-tgharbil tas-sustanzi kimici attivi fis-
sistema tat-tirojde ta’ specijiet vertebrati. Gew proposti kemm tishih tal-Istudju dwar it-tossi¢ita b'doza orali
ripetuta ta’ 28 jum (Kapitlu B.7 ta’ dan l-Anness) kif ukoll 1-Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji (AMA). Il-
metodu ta’ ttestjar imsahhah B.7 gie vvalidat u nhareg metodu ta’ ttestjar rivedut. L-Assagg tal-Metamorfosi tal-
Amfibji (AMA) gie soggett ghal programm estensiv ta’ validazzjoni li kien jinkludi studji intra u interlaboratorji
li wrew ir-relevanza u l-affidabilita tal-assagg (1, 2). Imbaghad, il-validazzjoni tal-assagg giet soggetta ghal
evalwazzjoni bejn il-pari minn panil ta’ esperti indipendenti (3). Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa r-rizultat tal-
esperjenza miksuba matul l-studji ta’ validazzjoni ghall-identifikazzjoni tas-sustanzi attivi fit-tirojde, u tal-
hidma mwettqa fi mkejjen ohra fpajjizi membri tal-OECD.

PRINCIPJU TAT-TEST

2. L-Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji (AMA) huwa assagg ta’ tgharbil mahsub sabiex jidentifika b'mod empiriku
dawk is-sustanzi kimici li jistghu jfixklu mal-funzjoni normali tal-assi ipotalamiku-pitwitarju-tirojde (HPT). L-
AMA jirrapprezenta mudell iggeneralizzat tal-vertebrati sal-punt li huwa bbazat fuq l-istrutturi u I-funzjonijiet
mizmumin tal-assi HPT. Huwa assagg importanti ghaliex il-metamorfosi tal-amfibji tipprovdi process studjat
sew li jiddependi fuq it-tirojde li jirrispondi ghal sustanzi kimici attivi fi hdan l-assi HPT, u huwa l-uniku assagg
ezistenti li jidentifika attivita fit-tirojde fannimal li jkun ghaddej minn zvilupp morfologiku.

3. Id-disinn sperimentali generali jinvolvi l-espozizzjoni ta’ mriezeb Xenopus laevis fl-istadju 51 ghal minimu ta’
tliet koncentrazzjonijiet differenti ta’ sustanza kimika tat-test u kontroll tal-ilma ta’ dilwizzjoni ghal 21 jum.
Hemm erba’ rreplikati ta’ kull trattament tat-test. Id-densita tal-larva fil-bidu tat-test hija ta’ 20 marzebba ghal
kull tank tat-test ghall-gruppi kollha tat-trattament. Il-punti ta’ tmiem osservazzjonali huma t-tul tas-sieq ta’
wara, it-tul mill-imnieher sal-anus (SVL), l-istadju ta’ Zvilupp, il-piz imxarrab, l-istologija tat-tirojde, u osservaz-
zjonijiet ta’ kuljum tal-mortalita.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Specijiet tat-Test

4. Xenopus laevis hija kkolturata b'rutina flaboratorji madwar id-dinja u facli tinkiseb minghand fornituri
kummer¢jali. Ir-riproduzzjoni malajr tista’ tigi indotta fdin l-ispeci tul is-sena billi jintuzaw tilqimiet tal-gonado-
trofina korjonika umana (hCG) u Il-larva li tirrizulta tista’ titrabba b'rutina sal-istadji ta’ zvilupp maghzulin
fnumri kbar biex ikunu jistghu jintuzaw protokolli tat-testijiet specifici ghall-istadju. Idealment il-larva uzata fl-
assagg tingieb minn adulti mrobbijin fl-istess post. Ghad li din mhijiex il-procedura ideali, hemm I-alternattiva

li jintbaghtu stadji ta’ larva ghall-uzu fit-test.

Taghmir u Provvisti

5. It-taghmir u l-provvisti li gejjin huma mehtiega sabiex isir dan l-assagg:
a) Sistema ta’ espozizzjoni (ara d-deskrizzjoni iktar 1 isfel);
b) Akkwarji tal-hgieg jew tal-azzar inossidabbli (ara d-deskrizzjoni iktar 1 isfel);
¢) Tankijiet ghat-tghammir;

d) Apparat ghall-kontroll tat-temperatura (ez., hiters jew berrieda (aggustabli sa 22° + 1 °C));
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e) Termometru;

f) Mikroskopju ta’ dissezzjoni binokulari;

g) Kamera digitali brizoluzzjoni minima ta’ 4 megapixels u mikrofunzjoni;

h) Software ghad-digitizzazzjoni tal-istampi;

i) Dixx petri (ez. 100 x 15 mm) jew kompartiment tal-plastik trasparenti ta’ daqs paragunabbli;
j)  Mizien analitiku li kapaci jkejjel sa 3 punti decimali (mg);

k) Metru tal-ossigenu dissolt;

) Metru tal-pH;

m) Metru tal-intensita tad-dawl li kapaci jkejjel funitajiet lux;

n) Ghodod u oggetti tal-hgieg mixxelanji tal-laboratorju;

o) Pipetti aggustabbli (10 sa 5 000 pl) jew pipetti varji ta’ daqgsijiet ekwivalenti;

p) Sustanza kimika tat-test fbizzejjed kwantitajiet sabiex isir l-istudju, idealment lott wahda;

q) Strumentizzazzjoni analitika xierqa ghas-sustanza kimika tat-test jew servizzi analiti¢i kkuntrattati.

Testabilitd tas-Sustanza Kimika

6. L-AMA huwa bbazat fuq protokoll ta’ espozizzjoni milwiema li bih is-sustanza kimika tat-test tiddahhal fil-
kompartimenti tat-test permezz ta’ sistema bi fluss kontinwu. Madankollu, il-metodi bi fluss kontinwu jgibu
maghhom restrizzjonijiet fuq it-tipi ta’ sustanzi kimici li jistghu jigu ttestjati, kif stabbilit mill-karatteristici
fizikokimici tas-sustanza kimika. Ghaldagstant, gabel ma jintuza dan il-protokoll ghandha tinkiseb informazz-
joni tax-xenarju bazi dwar is-sustanza kimika li tkun relevanti sabiex tigi stabbilita t-testabilita, u ghandu jigi
kkonsultat id-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar l-Ittestjar tat-Tossicita Akwatika ta’ Sustanzi u Tahlitiet
Difficli (4). Il-karatteristici li jindikaw li s-sustanza kimika tista’ tkun difficli li tigi ttestjata fsistemi akkwatici
jinkludu: koeffi¢jenti gholjin ta’ partizzjoni ottanol/ilma (log K ), volatilita gholja, suxxettibilita ghal idrolizi, u
suxxettibilita ghal fotolizi fkundizzjonijiet ta’ dawl tal-laboratorju ambjentali. Sabiex tigi stabbilita t-testabilita
jista’ jkun hemm fatturi relevanti ohrajn, li ghandhom jigu stabbiliti fuq bazi ta’ kaz b’kaz. Jekk ma jkunx
possibbli li tintuza b’success sistema ta’ ttestjar bi fluss kontinwu ghas-sustanza kimika, tista’ tithaddem sistema
ta’ tigdid statiku. Jekk l-ebda sistema ma tkun kapaci takkomoda s-sustanza kimika tat-test, fdak il-kaz l-ghazla
predefinita hija li ma tigix ittestjata billi jintuza dan il-protokoll.

Sistema ta’ Espozizzjoni

7. Sistema ta’ dilwitur bi fluss kontinwu hija ppreferita, meta tkun possibbli, meta mqabbla ma’ sistema ta’ tigdid
statiku. Jekk karatteristici fizi¢i ufjew kimici ta’ xi wahda mis-sustanzi kimici tat-test ma jkunux adattati ghal
sistema ta’ dilwitur bi fluss kontinwu, fdak il-kaz tista’ tintuza sistema ta’ espozizzjoni alternattiva (ez., b'tigdid
statiku). Il-komponenti tas-sistema ghandu jkollhom komponenti li jmissu mal-ilma tal-hgieg, tal-azzar
inossidabbli ufjew tal-Politetrafluworoetilen. Madankollu, jistghu jintuzaw materjali xierqa tal-plastik jekk ma
jkunux ta’ xkiel ghall-istudju. It-tankijiet ta’ espozizzjoni ghandhom ikunu akkwarji tal-hgieg jew tal-azzar
inossidabbli mghammrin b’pajpijiet wiqfin i jirrizultaw fvolum tat-tank ta’ bejn 4,0 u 10,0 | u fond minimu
tal-ilma ta’ bejn 10 u 15-il cm. Is-sistema ghandha tkun tiflah ghall-koncentrazzjonijiet tal-espozizzjoni kollha
u kontroll, b'erba’ rreplikati ghal kull trattament. Ir-rata tal-fluss ghal kull tank ghandha tkun kostanti wara li
jinghata kont kemm liz-zamma tal-kundizzjonijiet bijologici kif ukoll lill-espozizzjoni kimika (ez. 25 ml/min).
It-tankijiet tat-trattament ghandhom jigu assenjati ghal gharrieda ghal pozizzjoni fis-sistema ta’ espozizzjoni
sabiex jitnaqqsu l-effetti pozizzjonali potenzjali, inkluzi ¢aqliqiet zghar fit-temperatura, l-intensita tad-dawl, ecc.
Ghandu jintuza dawl fluworexxenti sabiex jigi pprovut fotoperjodu ta’ 12-il siegha dawl: 12-il siegha dlam
b'intensita li tvarja bejn 600 u 2 000 lux (lumen/m?) fwic¢ l-ilma. It-temperatura tal-ilma ghandha tinzamm fi
22° + 1 °C, il-pH tinzamm bejn 6,5 u 8,5, u l-konc¢entrazzjoni tal-ossigenu dissolt (DO) > 3,5 mg/l (> 40 % tas-
saturazzjoni tal-arja) fkull tank tat-test. Tal-inqas, it-temperatura tal-ilma, il-pH u l-ossigenu dissolt ghandhom
jitkejlu darba fil-gimgha; idealment it-temperatura titkejjel b’'mod kontinwu ftal-inqas recipjent wiehed tat-test.
L-Appendici 1 jispjega l-kundizzjonijiet sperimentali li fihom ghandu jigi ezegwit il-protokoll. Ghal iktar
informazzjoni dwar kif jigu stabbiliti sistemi ta’ espozizzjoni bi fluss kontinwu ufjew sistemi ta’ tigdid statiku,
jekk joghgbok irreferi ghall-Gwida Standard tal-ASTM ghat-Twettiq ta’ Testijiet tat-Tossicita Akuta fuq Materjali
tat-Test b’Hut, Makroinvertebrati, u Amfibji (5) u testijiet tat-tossokologija akkwatika generali.
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Kwalita tal-ilma

8. Jista’ jintuza kwalunkwe ilma li huwa disponibbli lokalment (ez. ilma tan-nixxiegha jew ilma tal-vit iffiltrat
ghall-karbonju) u li jippermetti tkabbir u zvilupp normali tal-imriezeb. Peress li I-kwalita tal-ilma lokali tista’
tvarja b'mod sostanzjali bejn zona u ohra, ghandha tigi analizzata l-kwalita tal-ilma, b'mod partikolari jekk ma
jkunx hemm disponibbli dejta storika dwar l-uzu tal-ilma ghat-trobbija ta’ Xenopus. Ghandha tinghata
attenzjoni specjali ghall-fatt li l-ilma jkun hieles minn ram, kloru u kloramini, li kollha huma tossi¢i ghal
zringijiet u mriezeb. Huwa rrakkomandat ukoll li jigi analizzat l-ilma fid-dawl tal-livelli ta’ sfond ta’ fluworur,
perkolat u klorat (prodotti sekondarji tad-dizinfezzjoni tal-ilma tajjeb ghax-xorb) peress li dawn l-anjoni kollha
huma substrati tat-trasportatur tal-jodju tal-glandola tat-tirojde u livelli gholjin ta” kull wiched minn dawn I-
anjoni jista’ jfixkel l-ezitu tal-istudju. Ghandha ssir analizi qabel ma jibdew it-testijiet u, normalment, l-ilma tat-
testijiet ghandu jkun hieles minn dawn l-anjoni.

Koncéentrazzjoni ta’ Jodur fl-Ilma tat-Test

9.  Sabiex il-glandola tat-tirojde tissintetizza t-TH, irid jitqieghed ghad-dispozizzjoni bizzejjed jodur ghal-larva
permezz ta’ tahlita ta’ sorsi milwiema u djeteti¢i. Bhalissa, ma hemm ebda linja gwida derivata b’'mod empiriku
ghal koncentrazzjonijiet minimi ta’ jodur. Madankollu, id-disponibilita tal-jodur tista’ taffettwa r-risponsivita
tas-sistema tat-tirojde ghal agenti attivi fit-tirojde u hija maghrufa li timmodula l-attivita tal-bazi tal-glandola
tat-tirojde, aspett li jisthoqqlu attenzjoni meta jigu interpretati r-rizultati mill-istopatologija tat-tirojde.
Ghaldagstant, ghandhom jigu rrapportati l-koncentrazzjonijiet tal-jodur milwiema mkejlin mill-ilma tat-test.
Fuq il-bazi tad-dejta disponibbli mill-istudji ta’ validazzjoni, intwera li l-protokoll jahdem sew meta I-
koncentrazzjonijiet tal-jodur tal-ilma tat-test (I) varjaw bejn 0,5 u 10 pg/l. Idealment, il-koncentrazzjoni
minima taljodur fl-ilma tat-test ghandha tkun ta’ 0,5 pg/l. Jekk l-ilma tat-test jigi rikostitwit minn ilma
dejonizzat, iljodju ghandu jizdied b’konc¢entrazzjoni minima ta’ 0,5 pg/l. Kwalunkwe suppliment addizzjonali
tal-ilma tat-test biljodju jew melhiet ohrajn ghandu jitnizzel fir-rapport.

Zamma tal-annimali
Tghammir u Indukrar tal-Adulti

10. It-tghammir u l-indukrar tal-adulti jsiru skont il-linji gwida standard u huwa ssuggerit li l-qarrej jaqra l-gwida
standard ghat-twettiq tal-Assagg tat-Teratogenesi tal-Embriji taz-Zringijiet (FETAX) (6) ghal iktar informazzjoni
ddettaljata. It-tali linji gwida standard jipprovdu ezempju ta’ metodi xierqa ta’ indukrar u tghammir, izda ma
hemmx bzonn ta’ aderenza stretta. Biex jigi pprovokat it-tghammir, pari (3-5) ta’ nisa adulti u rgiel jigu injettati
b’gonadotrofina korjonika umana (hCG). L-ezemplari nisa u rgiel huma injettati b’'madwar 800 IU-1 000 IU u
600 IU-800 IU, rispettivament, ta’ hCG dissolta f'soluzzjoni salmastra ta’ 0,6-0,9 % Il-pari ghat-tghammir
jinzammu f'tankijiet kbar, mhux disturbati u fkundizzjonijiet statici sabiex tigi promossa l-amplessi. Il-giegh ta’
kull tank tat-tghammir ghandu jkollu qiegh falz ta’ xibka tal-azzar inossidabbli jew tal-plastik li jippermetti
sabiex il-mases tal-bajd jaqghu fqiegh it-tank. Iz-Zringijiet injettati iktar tard waranofsinhar normalment
jiddepozitaw hafna mill-bajd taghhom sa nofs il-ghodwa tal-ghada. Wara li tinheles u tigu ffertilizzata kwantita
suffi¢jenti ta’ bajd, l-adulti ghandhom jitnehhew mit-tankijiet tat-tghammir.

Indukrar u Ghazla tal-Larva

11. Wara li l-adulti jitnehhew mit-tankijiet tat-tghammir, il-bajd jingabar u jigi evalwat ghall-vijabbilta billi jintuza
subsett rapprezentattiv tal-embriji mit-tankijiet kollha tat-tghammir. L-ahjar bajd individwali tal-hut (irrakko-
mandati 2-3 biex tigi evalwata l-kwalita tal-bajd tal-hut) ghandu jinzamm fuq il-bazi tal-vijabbilta tal-embriji u
l-prezenza ta’ numru adegwat (tal-ingas 1 500) ta’ embriji. L-organizmi kollha uzati fi studju ghandhom ikunu
gejjin minn avveniment ta’ riproduzzjoni wiehed (jigifieri 1-bajd ma ghandux ikun kombhallat). L-embriji huma
ttrasferiti £dixx jew tagen catt kbir u I-bajd ovvju mejjet jew anormali (ara d-definizzjoni f(5)) jitnehha bl-uzu
ta’ pipetta jew kontagocci. L-embriji b’sahhithom minn kull wieched minn dawn l-avvenimenti ta’ riproduzzjoni
jigu ttrasferiti fi tliet tankijiet separati ghat-tifgis. Erbat ijiem wara li jitqieghed fit-tankijiet ghat-tifqis, jinghazel
l-ahjar bajd, fuq il-bazi tal-vijabilita u s-success tat-tifqis, u l-larva tigi ttrasferita fnumru xieraq ta’ tankijiet tat-
trobbija fi 22° * 1 °C. Barra minn hekk, certa larva addizzjonali titqieghed ftankijiet Zejda sabiex tintuza bhala
sostituta fkaz li jmutu whud fit-tankijiet tat-trobbija matul l-ewwel gimgha. Din il-procedura zzomm densita
konsistenti tal-organizmi u b’hekk tnaqqas id-divergenza fl-izvilupp fi hdan il-koorta ta’ avveniment wiched ta’
riproduzzjoni. It-tankijiet kollha tat-trobbija ghandhom jitbattlu u jitnaddfu kuljum. Bhala prekawzjoni, huma
ppreferuti ngwanti tal-vinil jew tan-nitril u mhux ingwanti tal-latex. Il-mortalitajiet ghandhom jitnehhew ta’
kuljum u ghandha tizdied il-larva ta’ sostituzzjoni sabiex tinzamm id-densita tal-organizmi matul l-ewwel
gimgha. It-tmigh ghandu jsir tal-inqas darbtejn kuljum.
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12. Matul il-fazi ta’ qabel l-espozizzjoni, l-imriezeb iderru fil-kundizzjonijiet tal-fazi propja ta’ espozizzjoni, inkluzi
t-tip ta’ ikel, it-temperatura, i¢c-¢iklu ta’ dawl-dlam u l-midjum ghall-koltura. Ghaldagstant, huwa rrakkomandat
li jintuza l-istess ilma tal-koltura/dilwizzjoni matul il-fazi ta’ qabel l-espozizzjoni u l-fazi ta’ espozizzjoni. Jekk
tintuza sistema ta’ koltura statika ghaz-zamma tal-imriezeb matul il-fazi ta’ qabel l-espozizzjoni, il-midjum
ghall-koltura ghandu jitbiddel kompletament tal-inqas darbtejn fil-gimgha. Iffullar, ikkagunat minn densitajiet
gholjin ta’ larva matul il-perjodu ta’ gabel l-espozizzjoni, ghandu jigi evitat ghaliex it-tali effetti jistghu
jaffetwaw mhux ftit l-izvilupp tal-imriezeb matul il-fazi sussegwenti ta’ ttestjar. Ghaldagstant, id-densita tat-
trobbija ma ghandhiex tagbez bejn wiehed u iehor l-erba’ mriezeb/l midjum ghall-koltura (sistema ta’
espozizzjoni statika) jew 1-10 imriezeb/l midjum ghall-koltura (b'ez. rata ta’ fluss ta’ 50 ml/min fis-sistema ta’
gabel l-espozizzjoni jew tal-koltura). Fdawn il-kundizzjonijiet, l-imriezeb ghandhom jizviluppaw mill-istadji
45/46 sal-istadju 51 fi Zmien tnax-il jum. L-imriezeb rappreZentattivi ta’ din il-popolazzjoni tal-istokkijiet
ghandhom jigu spezzjonati kuljum ghall-istadju ta’ zvilupp sabiex jigi stmat il-punt ta’ zmien xieraq ghall-bidu
tal-espozizzjoni. Ghandha tinghata attenzjoni sabiex jigu mminimizzati l-istress u t-trawma ghall-imriezeb,
specjalment matul i¢-caqliq, it-tindif tal-akkwarji, u l-manipolazzjoni tal-larva. Ghandhom jigu evitati kundiz-
zjonijiet/attivitajiet ta’ stress bhal hsejjes storbjuzi ufjew bla heda, taptip fuq l-akkwarji, vibrazzjonijiet fl-
akkwarji, attivita zejda fil-laboratorju, u bidliet rapidi fil-midjums ambjentali (disponibilita ta’ dawl,
temperatura, pH, DO, rati tal-fluss tal-ilma, ecc.) Jekk l-imriezeb ma jizviluppawx sal-istadju 51 fi Zmien
17-il jum wara l-fertilizzazzjoni, stress eccessiv ghandu jitgies bhala kaguni potenzjali.

Koltura u Tmigh tal-Larva

13. L-imriezeb jintemghu, perezempju, b'ghalf kummer¢jali ghall-imriezeb uzat fl-istudji ta’ validazzjoni (ara 1-
appendic¢i 1 ukoll) matul il-perjodu ta’ qabel l-espozizzjoni (wara l-istadju 45/46 ta’ Nieuwkoop u Faber (NF)
(8)) u matul il-perjodu shih tat-test ta’ 21 jum, jew dieta ohra li wriet li tilhaq prestazzjoni ekwivalenti bhall-
Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji. Ir-regim tat-tmigh matul il-perjodu ta’ qabel l-espozizzjoni ghandu jigi
aggustat bir-reqqa biex jissodisfa l-htigijiet tal-imriezeb li ged jizviluppaw. Jigifieri, ghandhom jigu pprovduti
porzjonijiet zghar ta’ ikel lill-imriezeb li fagqsu bosta drabi kuljum (tal-inqas darbtejn). Ikel zejjed ghandu jigi
evitat sabiex i) tinzamm il-kwalita tal-ilma u ii) jigi evitat milli jinstaddu I-filtri tal-gargi b’partikoli u frak tal-
ikel. Ghall-ghalf tal-imriezeb uzat fl-istudji ta’ validazzjoni, il-porzjonijiet tal-ikel ta’ kuljum ghandhom jizdiedu
flimkien mat-tkabbir tal-imriezeb ghal madwar 30 mg/annimalifjum ftit qabel jinbeda t-test. Fl-istudji ta’
validazzjoni ntwera li dan l-ghalf kummer¢jalment disponibbli jsostni t-tkabbir u l-izvilupp xierqa ta’ mriezeb
X. laevis, u huwa maghmul minn partikoli fini li jibqghu sospizi fil-kolonna tal-ilma ghal perjodu twil ta’ Zmien
u huwa soggett li johrog mal-fluss. Ghaldagstant, l-ammont totali ta’ ikel ta’ kuljum ghandu jinqasam fporzjo-
nijiet zghar u jinghata tal-inqas darbtejn kuljum. Ghal dan it-tmigh, ir-regim tat-tmigh huwa spjegat fit-
Tabella 1. Ir-rati tat-tmigh ghandhom jigu rregistrati. Jista’ jintema’ xott jew bhala soluzzjoni ewlenija mhejjija
filma ta’ dilwizzjoni. Soluzzjoni ewlenija bhal din ghandha tithejja gdida kull jumejn u tinhazen 4 °C meta ma
tintuzax.

Tabella 1.

Ir-regim tat-tmigh b’ghalf kummer¢jali ghall-imriezeb uzat fl-istudji ta’ validazzjoni ghal imriezeb X.
laevis matul il-porzjon tul il-hajja tal-AMA fkundizzjonijiet bi fluss kontinwu

Jum tal-Istudju Proporzjon tal-ikel (mg ghalffannimal/jum)
0-4 30
5-7 40
8-10 50
11-14 70
15-21 80
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Kimika Analitika

14. Qabel ma jsir studju, ghandha tigi evalwata l-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test billi tintuza l-informazzjoni
ezistenti dwar is-solubilita, id-degradabilita u l-volatilita taghha. Is-soluzzjonijiet tat-test minn kull tank
irreplikat fkull koncentrazzjoni ghandhom jigu kampjunati ghal analizijiet kimici analiti¢i fil-bidu tat-test
(jum 0), u kull gimgha matul it-test ghal tal-inqas erba’ kampjuni. Huwa rrakkomandat ukoll li kull koncen-
trazzjoni tat-test tigi analizzata matul it-thejjija tas-sistema, qabel jibda t-test, sabiex tigi vverifikata I-
prestazzjoni tas-sistema. Barra minn hekk, huwa rrakkomandat li s-soluzzjonijiet ewlenin jigu analizzati meta
jinbidlu, spe¢jalment jekk il-volum tas-soluzzjoni ewlenija ma jipprovdix ammonti adegwati tas-sustanza
kimika biex iservu ghad-durata tal-perjodi ta’ kampjunar ta’ rutina. Fil-kaz ta’ sustanzi kimici li ma jistghux jigu
identifikati fuhud mill-konc¢entrazzjonijiet uzati ftest jew fkollha kemm huma, is-soluzzjonijiet ewlenin
ghandhom jitkejlu u r-rati tal-fluss tas-sistema ghandhom jigu rregistrati sabiex jigu kkalkolati I-koncentrazz-
jonijiet nominali.

Twassil tas-Sustanza Kimika

15. Il-metodu uzat biex is-sustanza kimika tat-test tiddahhal fis-sistema jista’ jvarja skont il-karatteristici
fizikokimici taghha. Sustanzi kimici li jinhallu fl-ilma jistghu jigu dissolti falikwoti tal-ilma tat-test fkoncen-
trazzjoni li tippermetti t-twassil bil-koncentrazzjoni tat-test fil-mira f'sistema bi fluss kontinwu. Sustanzi kimici
li huma likwidi ftemperatura ambjentali u ftit li xejn jinhallu fl-ilma jistghu jiddahhlu bl-uzu ta’ likwidu:
metodi ta’ saturatur tal-likwidi. Sustanzi kimici i huma solidi ftemperatura ambjentali u li ftit li xejn jinhallu
fl-ilma jistghu jiddahhlu bl-uzu ta’ saturaturi tal-kolonna tal-hgieg fforma ta’ fibri (7). Idealment tintuza sistema
tat-test minghajr trasportatur, izda sustanzi kimici tat-test differenti ser ikollhom Kkaratteristici fizikokimici
diversi li aktarx ser ikunu jehtiegu approcci differenti ghat-thejjija ta’ ilma ta’ espozizzjoni kimika. Ahjar isir
sforz sabiex jigu evitati solventi jew trasportaturi ghaliex: i) certi solventi nfushom jistghu jirrizultaw ftossicita
ufjew risponsi endokrinologi¢i mhux mistennija jew mhux mixtieqa, ii) l-ittestjar tas-sustanzi kimici ‘il fuq mis-
solubilita tal-ilma taghhom (kif spiss jista’ jsehh meta jintuzaw solventi) jista’ jirrizulta fdeterminazzjonijiet
imprecizi tal-koncentrazzjonijiet effettivi, u iii) l-uzu ta’ solventi ftestijiet iktar fit-tul jista’ jirrizulta fi grad
importanti ta’ ‘biofilming’ asso¢jat ma’ attivita mikrobika. Ghal sustanzi kimici li difficli tittestjahom, jista’
jintuza solvent bhala l-ahhar rikors, u ghandu jigi kkonsultat id-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar l-ittestjar
tat-tossicita akkwatika ta’ sustanzi u tahlitiet difficli (4) sabiex jigi stabbilit l-ahjar metodu. L-ghazla tas-solvent
ser tigi stabbilita mill-karatteristi¢i kimici tas-sustanza kimika. Solventi li nstab li huma effettivi ghall-ittestjar
tat-tossicita akkwatika inkluz l-acetun, l-etanol, il-metanol, id-dimetilformamid u t-trietilen glikol. Jekk jintuza
trasportatur tas-solvent, il-koncentrazzjonijiet tas-solvent ghandhom ikunu inqas mill-Kon¢entrazzjoni
Minghajr Effetti Osservabbli (NOEC) kronika; id-Dokument ta’ Gwida tal-OECD jirrakkomanda massimu ta’
100 plfl; revizjoni ricenti tirrakkomanda li jintuzaw koncentrazzjonijiet tas-solvent li jinzlu sa 20pl/l ilma ta’
dilwizzjoni (12). Jekk jintuzaw trasportaturi tas-solvent, ghandhom jigu evalwati kontrolli xierqa tas-solvent
minbarra kontrolli mhux tas-solvent (ilma nadif). Jekk mhuwiex possibbli li sustanza kimika tiddahhal bl-ilma,
jew minhabba l-karatteristici fizikokimici (solubilita baxxa) jew id-disponibilita kimika limitata, jista’ jigi
kkunsidrat i tigi introdotta mal-ikel. Saret hidma preliminari fuq espozizzjonijiet djetetici; madankollu, din ir-
rotta ta’ espozizzjoni ma tintuzax spiss. L-ghazla tal-metodu ghandha tigi ddokumentata u vverifikata b'mod
analitiku.

Ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test
Stabbiliment tal-Koncentrazzjoni Gholja tat-Test

16. Ghall-finijiet ta’ dan it-test, il-koncentrazzjoni gholja tat-test ghandha tigi stabbilita permezz tal-limitu tas-
solubilita tas-sustanza kimika tat-test; il-koncentrazzjoni massima ttollerata (MTC) ghal sustanzi kimici
btossicita akuta; jew 100 mg/l, liema minnhom ikun l-inqas.

17. L-MTC hija ddefinita bhala l-oghla koncentrazzjoni tat-test tas-sustanza kimika li tirrizulta fmortalita akuta ta’
ingas minn 10 %. L-uzu ta’ dan l-approc¢ jassumi li hemm dejta empirika ezistenti dwar il-mortalita akuta li
minnha tista’ tigi stmata I-MTC. L-istima tal-MTC jaf ma tkunx preciza u normalment tehtieg certu gudizzju
professjonali. Ghad li l-uzu ta’ mudelli ta’ rigressjoni jista jkun l-iktar approcc teknikament validu sabiex tigi
stmata -MTC, approssimazzjoni siewja tal-MTC tista’ tinkiseb mid-dejta akuta ezistenti billi jintuza terz mill-
valur tal-LCy, akuta. Madankollu, id-dejta dwar it-tossicita akuta tista’ tkun niegsa ghall-ispecijiet tat-test. Jekk
ma jkunx hemm dejta dwar it-tossicita akuta specifika ghall-ispeci disponibbli, jista’ jsir test tal-LCy, fuq 96
siegha b'imriezeb li jirrapprezentaw (jigifieri li huma fl-istess stadju) lil dawk tat-test fl-AMA. Jekk hemm dejta
minn specijiet akkwatici ohrajn disponibbli (ez. studji tal-LC,, fhut jew specijiet amfibji ohrajn), huwa possibbli
li jintuza gudizzju professjonali sabiex tigi stmata MTC probabbli fuq il-bazi ta’ estrapolazzjoni bejn l-ispecijiet.
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18. Inkella, jekk is-sustanza kimika ma tkunx jkollhiex tossicita akuta u tkun tinhall fiktar minn 100 mg/l, fdak il-
kaz i-100 mg/l ghandha titgies l-oghla koncentrazzjoni tat-test (HTC), peress li din il-konc¢entrazzjoni
tipikament titqies ‘prattikament mhux tossika.

19. Ghad li mhumiex il-procedura rrakkomandata, jistghu jintuzaw metodi ta’ tigdid statiku meta l-metodu ta’ fluss
kontinwu ma jkunux adegwati biex jiksbu I-MTC. Jekk jintuzaw metodi ta’ tigdid statiku, fdak il-kaz l-istabbilta
tal-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ghandha tigi ddokumentata u tibqa’ fi hdan il-limiti tal-kriterji
tal-prestazzjoni. Huma rrakkomandati perjodi ta’ tigdid kull erbgha u ghoxrin siegha. Perjodi ta’ tigdid li jagbzu
t-72 siegha mhumiex accettabbli. Barra minn hekk, il-parametri tal-kwalita tal-ilma (ez. id-DO, it-temperatura,
il-pH, ec¢.) ghandhom jitkelju fi tmiem kull perjodu ta’ tigdid, ezatt qabel it-tigdid.

Medda tal-Konéentrazzjoni tat-Test

20. Hemm minimu mehtieg ta’ tliet koncentrazzjonijiet tat-test u kontroll tal-ilma nadif (u kontroll tal-veikolu jekk
hemm bzonn). Id-differenzjali minima tal-koncentrazzjoni tat-test bejn l-oghla u l-inqas ghandha tkun ta’
madwar ordni ta’ kobor wiched. Is-separazzjoni tad-doza massima hija ta’ 0,1 u I-minimu huwa 0,33.

PROCEDURA
Bidu u Twettiq tat-Test
Jum O

21. L-espozizzjoni ghandha tinbeda meta jkun hemm numru bizzejjed ta’ mriezeb fil-popolazzjoni tal-istokk ta’
qabel l-espozizzjoni li lahqu l-istadju 51 tal-izvilupp, skont Nieuwkoop and Faber (8), u li ghandhom eta ta’ 17-
il jum jew inqas wara l-fertilizzazzjoni. Ghall-ghazla tal-annimali tat-test, imriezeb b’sahhithom u normali mill-
popolazzjoni tal-istokk ghandhom jingabru frecipjent wiehed li fih volum xieraq ta’ ilma ta’ dilwizzjoni. Sabiex
jigi stabbilit l-istadju tal-izvilupp, l-imriezeb ghandhom jitnehhew wiched, wiehed mit-tank tar-raggruppament
billi jintuzaw xibka Zzghira jew passatur u jigu ttrasferiti fkompartiment tal-kejl trasparentl (ez. dixx Petri ta’
100 mm) li fih ilma ta’ dilwizzjoni. Sabiex jigi stabbilit l-istadju, idealment ma tintuzax anestezija, izda I-
imriezeb jistghu jigu anestetizzati wiched, wiched bl-uzu ta’ 100 mg/l trikaina metansulfonat (ez. MS-222),
ibbaferjata kif xieraq b’bikarbonat tas-sodju (pH 7,0), qabel it-trasferiment. Jekk tintuza, il-metodologija ghall-
uzu xieraq ta’, ez., MS-222 ghall-anestezija ghandha tinkiseb minghand laboratorji tal-esperjenza u tigi
rrapportata mar-rizultati tat-testijiet. L-annimali ghandhom jitnehhew b’attenzjoni matul dan it-trasferiment
sabiex jitnaqgas kemm jista’ jkun l-istress tat-trasferiment u jigi evitat milli jweggghu.

22. L-istadju tal-izvilupp tal-annimali huwa stabbilit billi jintuza mikroskopju ta’ dissezzjoni binokulari. Biex
titnaqqas il-varjabbilta finali fl-istadju tal-izvilupp, importanti li s-sejbien tal-istadju jsir bl-ikbar precizjoni
possibbli. Skont Nieuwkoop and Faber (8), it-tragward primarju tal-izvilupp ghall-ghazla tal-organizmi fl-
istadju 51 huwa l-morfologija tas-sieq ta’ wara. Il-karatteristi¢i morfologici tas-saqajn ta’ wara ghandhom jigu
mixtarra taht il-mikroskopju. Filwaqt li ghandha tigi kkonsultata l-gwida shiha ta’ Nieuwkoop and Faber (8)
ghal informazzjoni komprensiva dwar is-sejbien tal-istadji tal-imriezeb, l-istadju jista’ jigi stabbilit b'mod
affidabbli billi jintuzaw tragwardi morfologi¢i prominenti. Tista’ tintuza t-tabella li gejja sabiex jigi ssimplifikat
u standardizzat il-process ta’ sejbien tal-istadju matul l-istudju billi jigu identifikati dawk it-tragwardi
morfologic¢i prominenti assocjati ma’ stadji differenti, jekk jigi supponut zvilupp normali.

Tabella 2.

Tragwardi morfologici prominenti fis-sejbien tal-istadju fuq il-bazi tal-gwida ta’ Nieuwkoop and Faber.

Tragwardi Morfologi¢i Promi- Stadju tal-lzvilupp
nentl. 51| 52|53 |54(55[56|57(58[59]60]61|62]|63]64]|65] 66
Sieq ta’ Wara XX | X[ X|X|X|X
Sagajn ta’ Quddiem X|X|X|X|X
Struttura tal-kranju tal-wic¢ X|X|X|X
Morfologija tan-nerv olfattiv X|X|X
Tul tad-denb X|X|X|X
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23. X L-iktar tragward morfologiku prominenti fis-sejbien tal-istadju ghal dak l-istadju huwa l-morfologija tas-sieq
ta’ wara, li jintwera fil-Figura 1.

Figura 1.

II-morfologija tas-sieq ta’ wara ta’ marzebba X. laevis tal-istadju 51.

24. Minbarra l-ghazla tal-istadju tal-izvilupp, tista’ tintuza ghazla fakultattiva tad-daqs tal-annimali sperimentali.
Ghal dan il-ghan, it-tul shih tal-gisem (mhux 1-SVL) ghandu jitkejjel fil-jum O ghal subkampjun ta’ madwar 20
marzebba tal-istadju 51 ta’ NF. Wara li jigi kkalkolat it-tul medju tal-gisem shih ghal dan il-grupp ta’ annimali,
jistghu jigu stabbiliti -limiti minimi u massimi ghat-tul tal-gisem shih tal-annimali sperimentali fmedda tal-
valur medju £ 3 mm (il-valuri medji tal-medda tat-tul tal-gisem shih bejn 24,0 u 28,1 mm ghal imriezeb tal-
istadju 51). Madankollu, is-sejbien tal-istadju tal-izvilupp huwa l-parametru primarju sabiex jigi stabbilit kemm
huwa lest kull annimal tat-test. Imriezeb li juru sfigurazzjonijiet jew korrimenti vizibbli mill-ewwel ghandhom
jigu eskluzi mill-assagg.

25. Imriezeb li jissodisfaw il-kriterji tal-istadju deskritti hawn fuq jinzammu ftank mimli ilma nadif tal-koltura
sakemm jitlesta l-process tas-sejbien tal-istadju. Ladarba jitlesta s-sejbien tal-istadju, il-larva tigi distribwita ghal
gharrieda ghal tankijiet tat-trattament ta’ espozizzjoni sakemm kull tank ikun fih 20 larva. Imbaghad, kull tank
tat-trattament jigi spezzjonat ghal annimali b’dehra anormali (ez., korrimenti, imgiba anormali meta jghumu,
ecc.). Imriezeb li jidher bic-car li ma jkunux b’sahhithom ghandhom jitnehhew mit-tankijiet tat-trattament u
jinbidlu ma’ larva maghzula gdida mit-tank tar-raggruppament.

Osservazzjonijiet

26. Ghal iktar informazzjoni ddettaljata dwar il-proceduri ta’ tmiem it-test u l-ipprocessar tal-imriezeb, irreferi
ghad-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar l-Istologija tat-Tirojde tal-Amfibji (9).

Kejliet tal-Jum 7

27. Filjum 7, minn kull tank tat-test jitnehhew hames imriezeb maghzulin ghal gharrieda ghal kull irreplikat. II-
procedura ghal gharrieda uzata ghandha taghti lil kull organizmu tat-test probabilita ndaqs li jinghazel. Dan
jista’ jinkiseb billi jintuza kwalunkwe metodu ta’ ghazla ghal gharrieda izda jehtieg li kull marzebba tinqabad
bix-xibka. L-imriezeb maghzulin jitreggghu lura fit-tank ta’ origini u l-imriezeb maghzulin jigu ewtanizzati
b'mod dinjituz £150 sa 200 mg/l, ez., MS-222, ibbaferjata kif xieraq b’bikarbonat tas-sodju sabiex tinkiseb
pH 7,0. L-imriezeb ewtanizzati jitlahalhu fl-ilma u jitnixxfu b’taptip, u mbaghad jigi stabbilit il-piz tal-gisem
taghhom sal-eqreb milligramma. It-tul tas-sieq ta’ wara, it-tul mill-imnieher sal-anus, u l-istadju tal-izvilupp (bl-
uzu ta’ mikroskopju ta’ dissezzjoni binokulari) jigu stabbiliti ghal kull marzebba.
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Kejliet tal-Jum 21 (Tmiem it-Test)

28. Fi tmiem it-test (jum 21), l-imriezeb li jifdal jitnehhew mit-tankijiet tat-test u jigu ewtanizzati b’'mod dinjituz
£150 sa 200 mgfl, ez. MS 222, ibbaferjata kif xieraq b’bikarbonat tas-sodju, kif spjegat iktar ’il fuq. L-imriezeb
jitlahilhu fl-ilma u jitnixxfu b'taptip, u mbaghad jigi stabbilit il-piz tal-gisem taghhom sal-eqreb milligramma. L-
istadju tal-izvilupp, I-SVL, u t-tul tas-sieq ta’ wara jitkejlu ghal kull marzebba.

29. Illarva kollha titgieghed ffissattiv ta’ Davidson ghal 48 sa 72 siegha jew bhala kampjuni tal-gisem shih jew
bhala kampjuni tat-tessut tar-ras maqtugh li fihom ix-xedaq ta’ isfel ghal valutazzjonijiet istologici. Ghal istopa-
tologija, b’kollox ghandhom jigu kkampjunati hames imriezeb minn kull tank irreplikat. Peress li l-gholi tac-
celloli tal-follikoli jiddependi mill-istadju (10), l-iktar approc¢ xieraq tal-kampjunar ghall-analizijiet istologici
huwa li jintuzaw individwi mqabblin mal-istadju, kull meta dan ikun possibbli. Sabiex jintghazlu individwi
mqabblin mal-istadju, l-ewwel irid jinstab l-istadju tal-larva kollha qabel l-ghazla u l-ipprocessar sussegwenti
ghall-preservazzjoni u l-gbir tad-dejta. Dan huwa necessarju ghaliex divergenza normali fl-izvilupp tirrizulta
fdistribuzzjonijiet differenzjali tal-istadji fkull tank irreplikat.

30. L-annimali maghzulin ghal istopatologija (n = 5 minn kull irreplikat) ghandhom jitlagqghu mal-istadju medju
tal-kontrolli (l-irreplikati raggruppati) kull meta dan ikun possibbli. Jekk hemm tankijiet irreplikati b’iktar minn
hames larva fl-istadju xieraq, f'dak il-kaz il-hames larva jintghazlu ghal gharrieda.

31. Jekk hemm tankijiet irreplikati b’inqas minn hames larva fl-istadju xieraq, fdak il-kaz l-individwi maghzulin
mill-istadju tal-izvilupp superjuri jew inferjuri li jmiss ghandhom jigu kampjunati sabiex jintlahaq daqgs totali
tal-kampjun ta’ hames larva ghal kull irreplikat. Idealment, id-decizjoni ta’ kampjunar ta’ larva addizzjonali
mill-istadju tal-izvilupp superjuri jew inferjuri li jmiss ghandha tittiched fuq il-bazi ta’ evalwazzjoni generali
tad-distribuzzjoni tal-istadju fit-trattamenti ta’ kontroll u kimici. Jigifieri, jekk it-trattament kimiku jkun assocjat
ma’ zvilupp tardiv, ghandu mbaghad jittiched kampjun ta’ larva addizzjonali mill-istadju inferjuri li jmiss. Izda
jekk it-trattament kimiku jkun asso¢jat ma’ zvilupp mghaggel, ghandu jittiehed kampjun ta’ larva addizzjonali
mill-istadju superjuri li jmiss.

32. Fkazijiet ta’ alterazzjonijiet serji fl-izvilupp tal-imriezeb minhabba trattament b’sustanza kimika tat-test, ma
jistax ikun hemm sovrapozizzjoni tad-distribuzzjoni tal-istadju fit-trattamenti kimici fuq l-istadju tal-izvilupp
medju ta’ kontroll ikkalkolat. Fdawn il-kazijiet biss, il-process tal-ghazla ghandu jigi mmodifikat billi jintuza
stadju differenti mill-istadju medju ta’ kontroll sabiex jinkiseb kampjunar imqabbel mal-istadju tal-larva ghal
istopatologija tat-tirojde. Barra minn hekk, jekk l-istadji huma indeterminati (jigifieri asinkronija), fdak il-kaz
ghandhom jinghazlu 5 imriezeb ghal gharrieda minn kull irreplikat ghal analizi istologika. Ghandha tigi
rrapportata r-raguni ghall-kampjunar ta’ kwalunkwe larva li mhijiex fi stadju ekwivalenti ghall-istadju tal-
izvilupp medju ta’ kontroll.

Determinazzjoni tal-Punti ta’ Tmiem Bijologici

33. Matul il-fazi ta’ espozizzjoni taljum 21, il-kejl tal-punti ta’ tmiem primarji jsir filjiem 7 u 21, madankollu
hemm bzonn li l-annimali tat-test jigu osservati kuljum. It-Tabella 3 taghti harsa generali lejn il-punti ta’ tmiem
tal-kejl u l-punti ta’ zmien tal-osservazzjoni korrispondenti. Hemm iktar informazzjoni ddettaljata dwar il-
proceduri teknici ghall-kejl tal-punti ta’ tmiem apikali u l-valutazzjonijiet istologici disponibbli fid-dokumenti
ta’ gwida tal-OECD (9).

Tabella 3.

Punti ta’ Zmien tal-osservazzjoni ghal punti ta’ tmiem primarji fl-AMA.

Punti ta’ Tmiem Apikali Kuljum Jum 7 Jum 21
— Mortalita .
— Stadju tal-Izvilupp . .
— Tul tas-Sieq ta’ Wara . .
— Tul mill-Imnieher sal-Anus . .
— Piz tal-Gisem Imxarrab . .
— Istologija tal-Glandola tat-Tirojde .
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Punti ta’ Tmiem Apikali

34. L-istadju tal-izvilupp, it-tul tas-sieq ta’ wara, I-SVL u l-piz imxarrab huma l-punti ta’ tmiem apikali tal-AMA, u
kull wiehed minnhom huwa diskuss fil-qosor hawn taht. Hemm iktar informazzjoni teknika ghall-gbir ta’ din
id-dejta disponibbli fid-dokumenti ta’ gwida referenzjati, inkluzi proceduri ghal analizi assistita bil-kompjuter li
huma rrakkomandati ghall-uzu.

L-Istadju tal-Izvilupp

35. L-istadju tal-izvilupp ta’ mriezeb X. laevis jigi stabbilit bl-uzu tal-kriterji tas-sejbien tal-istadju ta’ Nieuwkoop
and Faber (8). Id-dejta dwar l-istadju tal-izvilupp tintuza sabiex jigi stabbilit jekk lizvilupp huwiex mghaggel,
asinkroniku, tardiv jew mhux affettwat. Zvilupp mghaggel jew tardiv huwa stabbilit billi jsir paragun bejn I-
istadju medju miksub mill-grupp ta’ kontroll u dak ittrattat. Zvilupp asinkroniku huwa rrapportat meta t-
tessuti ezaminati ma jkunux sfigurati jew anormali, izda t-twaqqit relattiv tal-morfogenesi jew l-izvilupp ta’
tessuti differenti jkun imfixkel fi hdan marzebba wahda.

It-Tul tas-Sieq ta’ Wara

36. Differenzazzjoni u tkabbir tas-sieq ta’ wara huma taht il-kontroll tal-ormoni tat-tirojde u huma tragwardi kbar
tal-izvilupp li diga huma uzati meta jigi stabbilit l-istadju tal-izvilupp. L-izvilupp tas-sieq ta’ wara jintuza b’'mod
kwalitattiv meta jigi stabbilit l-istadju tal-izvilupp, izda hawnhekk jitqies bhala punt ta’ tmiem kwantitattiv.
Ghaldagstant, it-tul tas-sieq ta’ wara jitkejjel bhala punt ta’ tmiem sabiex jigu identifikati l-effetti fuq l-assi tat-
tirojde (Figura 2). Ghal konsistenza, it-tul tas-sieq ta’ wara jitkejjel fuq is-sieq xellugija ta’ wara. It-tul tas-sieq ta’
wara jigi evalwat filjum 7 u filjum 21 tat-test. Filjum 7, il-kejl tas-sieq ta’ wara huwa semplici, kif muri fil-
Figura 2. Madankollu, il-kejl tat-tul tas-sieq ta’ wara fil-jum 21 huwa iktar ikkumplikat minhabba liwjiet fis-sieq.
Ghaldagstant, il-kejliet tas-sieq ta’ wara filjum 21 ghandhom jibdew mir-rita ta’ barra tal-gisem u jsegwu l-linja
medjana tas-sieq u jibqghu ghaddejjin minn kwalunkwe devjazzjoni fl-angoli. Bidliet fit-tul tas-sieq fil-jum 7,
anki jekk ma jkunux evidenti filjum 21, xorta wahda jitgiesu sinifikanti ghal attivita potenzjali tat-tirojde. Il-
kejliet tat-tul jinkisbu minn ritratti digitali bl-uzu ta’ software ta’ analizi tal-immagnijiet kif spjegat fid-
Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar l-Istologija tat-Tirojde tal-Amfibji (9).

[It-Tul tal-Gisem u I-Piz Imxarrab

37. Il-kalkoli tat-tul mill-imnieher sal-anus (SVL) (Figura 2) u l-piz imxarrab huma inkluzi fil-protokoll tat-test
sabiex jigu vvalutati l-effetti possibbli tas-sustanzi kimici tat-test fuq ir-rata tat-tkabbir tal-imriezeb meta
mqabblin mal-grupp ta’ kontroll u huma siewja sabiex tinstab it-tossicita generalizzata ghas-sustanza kimika
tat-test. Peress li t-tnehhija tal-ilma aderenti ghall-kalkoli tal-piz tista’ tikkaguna kundizzjonijiet stressanti ghall-
imriezeb u tista’ tikkaguna hsara fuq il-gilda, dawn il-kejliet isiru fuq l-imriezeb tas-subkampjun tal-jum 7 u I-
imriezeb kollha li jifdal fi tmiem it-test (jum 21). Ghal konsistenza, uza l-aspett kranjali tal-anus bhala l-limitu
inferjuri tal-kejl.

38. It-tul mill-imnieher sal-anus (SVL) jintuza biex jigi vvalutat kemm kibret il-marzebba kif muri fil-Figura 2.

Figura 2.

(A) It-tipi ta’ kejliet tat-tul tal-gisem u (B) Il-kejliet tat-tul tas-sieq ta’ wara ghal imriezeb X. laevis (1).

snout-vent length tail length S ¥ - fian
> hind limb
whole body length length
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Istologija tal-Glandola tat-Tirojde

39. Filwaqt li l-istadju tal-izvilupp u t-tul tas-sieq ta’ wara huma punti ta’ tmiem importanti biex jigu evalwati
bidliet marbutin mal-espozizzjoni fl-izvilupp metamorfiku, Zvilupp tardiv, minnu nnifsu, ma jistax jitqies bhala
indikatur djanjostiku ta’ attivitd antitirojde. Certi bidliet jistghu jigu osservati biss permezz ta’ analizi istopato-
logika ta’ rutina. Il-kriterji djanjostici jinkludu ipertrofija/atrofija tal-glandola tat-tirojde, ipertrofija tac-celloli
follikolari, iperplazja tac-celloli follikolari, u bhala kriterji kwalitattivi addizzjonali: Zona tal-lumen follikolari,
kwalita tal-kollojde u tul/forma tac-celloli follikolari. Ghandu jigi rrapportat il-grad tas-severita (4 gradi).
Informazzjoni dwar il-kisba u l-ipprocessar ta’ kampjuni ghal analizi istologika u ghat-twettiq ta’ analizijiet
istologici fuq kampjuni ta’ tessuti hija disponibbli fl-Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji: Parti 1 — Gwida
teknika ghall-kampjunar morfologiku u t-thejjija istologika’ u ‘Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji: Parti 2 —
Approcc ghall-qari ta’ studji, kriterji djanjostici, klassifikazzjoni tas-severita u atlas’ (9). Laboratorji li jaghmlu 1-
assagg ghall-ewwel darba/drabi ghandhom ifittxu pariri minghand patologisti tal-esperjenza ghal skopijiet ta’
tahrig qabel ma jaghmlu analizi istologika u evalwazzjoni tal-glandola tat-tirojde. Bidliet kbar u sinifikanti fil-
punti ta’ tmiem apikali li jindikaw zvilupp mghaggel jew asinkronija jistghu jipprekludu l-htiega li ssir analizi
istopatologika tal-glandoli tat-tirojde. Madankollu, nuqgas ta’ bidliet morfologici ¢ari jew evidenza ta’ Zvilupp
tardiv huma motivi validi ghal analizijiet istologici.

Mortalita

40. It-tankijiet tat-test kollha ghandhom jigu vverifikati kuljum ghal imriezeb mejtin u n-numri jridu jigu rregistrati
ghal kull tank. Ghandhom jitnizzlu d-data, il-koncentrazzjoni u n-numru tat-tank ghal kwalunkwe
osservazzjoni tal-mortalita. L-annimali mejtin ghandhom jitnehhew mit-tank tat-test malli jigu osservati. Rati
tal-mortalita li jagbzu 1-10 % jistghu jindikaw kundizzjonijiet tat-test mhux xierqa jew effetti tossici tas-sustanza
kimika tat-test.

Osservazzjonijiet Addizzjonali

41. Kazijiet ta’ mgiba anormali u sfigurazzjonijiet u lezjonijiet li jidhru mill-ewwel ghandhom jigu rregistrati. Id-
data, il-koncentrazzjoni u n-numru tat-tank ghandhom jigu rregistrati ghal kwalunkwe osservazzjoni ta’ mgiba
anormali, sfigurazzjonijiet jew lezjonijiet kbar. Imgiba normali hija kkaratterizzata minn imriezeb sospizi fil-
kolonna tal-ilma bid-denb il fuq fuq ir-ras, tahbit ritmiku regolari tal-pinna tad-denb, tlugh perjodiku fil-wicc,
operkulazzjoni, u risponsivita ghall-istimoli. Imgiba anormali tinkludi, perezempju, meta jibqghu fil-wicc,
mimdudin fqiegh it-tank, jghowmu b’lura jew b'mod irregolari, ma tantx ikunu attivi fil-wic¢, u ma tantx
ikunu risponsivi ghall- istimoli. Barra minn hekk, ghandu jinzamm rekord tad-differenzi gross fil-konsum tal-
ikel bejn it-trattamenti. Sfigurazzjonijiet u lezjonijiet kbar jistghu jinkludi anormalitajiet morfologici (ez.
deformitajiet tas-saqajn), lezjonijiet emorragici, infezzjonijiet batterjali jew fungali, li huma biss ftit minnhom.
Dawn il-kalkoli huma kwalitattivi u ghandhom jitqiesu l-istess bhal sinjali klini¢i ta’ mard/stress u jsiru
fparagun mal-annimali ta’ kontroll. Jekk l-okkorrenza jew ir-rata ta’ okkorrenza tkun ikbar fit-tankijiet esposti
milli fil-kontrolli, fdak il-kaz dawn ghandhom jitgiesu bhala evidenza ghal tossicita kbira.

DEJTA U RAPPORTAR
Gbir ta’ Dejta

42. Id-dejta kollha ghandha tingabar bl-uzu ta’ sistemi elettronici jew manwali li jikkonformaw ma’ prattiki tajbin
tal-laboratorju (GLP). Id-dejta tal-istudju ghandha tinkludi:

Is-sustanza kimika tat-test:

— Karatterizzazzjoni tas-sustanza kimika tat-test: karatteristi¢i fizikokimici; informazzjoni fuq l-istabbilta u 1-
bijodegradabilita;

— Informazzjoni u dejta dwar is-sustanza kimika: metodu u frekwenza tal-preparazzjoni ta’ dilwizzjonijiet. L-
informazzjoni dwar is-sustanza kimika tat-test tinkludi koncentrazzjonijiet propji u nominali tas-sustanza
kimika tat-test, u fxi kazijiet, sustanza kimika mhux originarja, kif xieraq. Il-kejliet tas-sustanza kimika tat-
test jistghu jkunu mehtiega ghal soluzzjonijiet ewlenin kif ukoll ghal soluzzjonijiet tat-test;

— Solvent (jekk mhuwiex ilma): gustifikazzjoni tal-ghazla tas-solvent, u karatterizzazzjoni tas-solvent (ghamla,
koncentrazzjoni uzata);
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Kundizzjonijiet tat-test:

— Rekords operazzjonali: dawn jikkonsistu fosservazzjonijiet li jappartjenu ghat-thaddim tas-sistema tat-test u
l-ambjent u l-infrastruttura ta’ sostenn. Ir-rekords tipici jinkludu: temperatura ambjentali, temperatura tat-
test, fotoperjodu, status tal-komponenti kritici tas-sistema ta’ espozizzjoni (ez. pompi, ¢iklometri, pressjo-
nijiet), rati tal-fluss, livelli tal-ilma, bidliet tal-flixkun tal-istokkijiet, u rekords dwar it-tmigh. Il-parametri
generali tal-kwalita tal-ilma jinkludu: pH, DO, kondottivita, jodju totali, alkalinita u l-ebusija;

— Devjazzjonijiet mill-metodu ta’ ttestjar: din l-informazzjoni ghandha tinkludi kwalunkwe informazzjoni jew
deskrizzjoni narrattiva ta’ devjazzjonijiet mill-metodu ta’ ttestjar;

Rizultati:

— Osservazzjonijiet u dejta bijologici: dawn jinkludu osservazzjonijiet ta’ kuljum tal-mortalita, konsum ta’ ikel,
imgiba anormali tal-ghawm, letargija, telf ta” ekwilibriju, sfigurazzjonijiet, lezjonijiet, e¢¢. Osservazzjonijiet
u dejta migburin fintervalli prestabbiliti jinkludu: stadju tal-izvilupp, tul tas-sieq ta’ wara, tul mill-imnieher

sal-anus, u 1-piz imxarrab;

— Tekniki analitici statisti¢i u gustifikazzjoni tat-tekniki uzati; rizultati tal-analizi statistika, idealment fforma
ta’ tabella;

— Dejta istologika: dawn jinkludu deskrizzjonijiet narrattivi, kif ukoll il-punteggi tas-severita u l-incidenza
kklassifikati tal-osservazzjonijiet specifici, kif spjegati fid-dokument ta’ gwida dwar l-istopatologija;

— Osservazzjonijiet ad hoc: dawn l-osservazzjonijiet ghandhom jinkludu deskrizzjonijiet narrattivi tal-istudju
li ma joqoghdux fil-kategoriji deskritti qabel.

Rapportar tad-dejta

43. L-Appendici 2 fih spreadsheets tal-gbir ta’ dejta ta’ kuljum li jistghu jintuzaw bhala gwida ghat-tidhil tad-dejta
mhux ipprocessata u ghall-kalkoli ta’ statistiki sommarji. Barra minn hekk, huma pprovduti tabelli tar-
rapportar li huma konvenjenti ghall-komunikazzjoni ta’ sommarji ta’ dejta dwar il-punti ta’ tmiem. It-tabelli ta’
rapportar ghal valutazzjonijiet istologici jistghu jinstabu fl-Appendici 2.

Kriterji tal-Prestazzjoni u Accettabilita/Validita tat-Test

44, Generalment, devjazzjonijiet kbar mill-metodu ta’ ttestjar ser iwasslu ghal dejta mhux a¢éettabbli ghall-interpre-
tazzjoni jew ir-rapportar. Ghaldagstant, il-kriterji li gejjin fit-Tabella 4 gew zviluppati bhala gwida sabiex tigi
stabbilita l-kwalita tat-test imwettaq, il-prestazzjoni generali tal-organizmi ta’ kontroll.

Tabella 4.

Il-kriterji ta’ prestazzjoni ghall- AMA.

Kriterju Limiti accettabbli

Koncentrazzjonijiet tat-test Mizmuma f< 20 % CV(varjabbilta tal-koncentrazzjoni
tat-test imkejla) tul it-test ta’ 21 jum

Mortalita fil-kontrolli < 10 % — il-mortalita fi kwalukwe rreplikat minnhom
fil-kontrolli ma ghandhiex tagbez iz-2 imriezeb

L-istadju tal-izvilupp medju minimu tal-kontrolli fi | 57
tmiem it-test

Il-firxa tal-istadju tal-izvilupp fil-grupp ta’ kontroll L-10 u d-90 percentil tad-distribuzzjoni tal-istadju tal-
izvilupp ma ghandhomx ivarjaw b’iktar minn 4 stadji

Ossigenu Dissolt > 40 % saturazzjoni tal-arja (¥)
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45.

Kriterju Limiti accettabbli

pH il-pH ghandha tinzamm bejn 6,5-8,5. Id-differenzjali
interreplikati/intertrattament ma ghandhiex tagbez iz-
0,5.

Temperatura tal-ilma 22° + 1 °C — id-differenzjali interreplikati/intertratta-
ment ma ghandhiex tagbez iz-0,5 °C

Koncentrazzjonijiet tat-test minghajr tossicita cara 22

Prestazzjoni tal-irreplikati < 2 irreplikati fit-test jistghu jkunu friskju

Kundizzjonijiet spe¢jali ghall-uzu ta’ solvent Jekk jintuza solvent trasportatur, ghandu jintuza
kemm kontroll tas-solvent kif ukoll kontroll tal-ilma
nadif u r-rizultati ghandhom jigu rrapportati

Differenzi statistikament importanti bejn il-kontroll
tas-solvent u l-gruppi ta’ kontroll tal-ilma huma ttrat-
tati b'mod separat. Ara iktar ‘il quddiem ghal iktar
informazzjoni

Kundizzjonijiet specjali ghas-sistema ta’ tigdid statiku | Ghandhom jigu rrapportati l-analizijiet tas-sustanzi ki-
mici rapprezentattivi qabel u wara t-tigdid

I-livelli tal-ammonijaka ghandhom jitkejlu ezatt gabel
it-tigdid

Il-parametri kollha tal-kwalita tal-ilma elenkati fit-Ta-
bella 1 tal-Appendici 1 ghandhom jitkejlu ezatt qabel
it-tigdid

II-perjodu ta’ tigdid ma ghandux jagbez it-72 siegha

L-iskeda xierga tat-tmigh (50 % tal-proporzjon tal-ikel
ta’ kuljum tal-ghalf kummer¢jali tal-imriezeb) (*)

(*) L-ossigenazzjoni tal-ilma tista’ tinkiseb b’apparati bagbieqa. Huwa rrakkomandat li l-apparati bagbieqa jigu stabbiliti fli-
velli li ma joholqux stress Zejjed ghall-imriezeb.

Validita tat-Test

Ir-rekwiziti li gejjin ghandhom jigu ssodisfati sabiex test jitgies accettabblifvalidu:

Esperiment validu f'test stabbilit bhala negattiv ghall-attivita tat-tirojde:

(1) Ghal kwalunkwe trattament partikolari (inkluzi kontrolli), il-mortalita ma tistax tagbez 1-10 %. Ghal
kwalunkwe rreplikat partikolari, il-mortalita ma tistax tagbez it-tliet imriezeb, inkella l-irreplikat jitgies li

huwa friskju

(2) Tal-inqas zewg livelli tat-trattament, bl-erba’ rreplikati mhux friskju kollha, ghandhom ikunu disponibbli
ghal analizi

(3) Tal-inqas zewg livelli minghajr tossicita kbira ghandhom ikunu disponibbli ghal analizi
Esperiment validu f'test stabbilit bhala pozittiv ghal attivita tat-tirojde:

(1) I-mortalita ta’ mhux iktar minn Zewg imriezeb/irreplikati fil-grupp ta’ kontroll tista’ ssehh
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Logika wara d-decizjoni ghat-twettiq tal-AMA

46. Il-logika wara d-decizjoni giet zviluppata ghall-AMA sabiex tinghata assistenza logika fit-twettiq u l-interpre-
tazzjoni tar-rizultati tal-bijoassagg (ara l-flowchart fil-Figura 3). Essenzjalment, il-logika wara d-decizjoni tixtarr
il-punti ta’ tmiem fdak l-izvilupp avvanzat, l-izvilupp asinkroniku u Il-istopatologija tat-tirojde jinghataw
ponderazzjoni importanti, filwaqt li l-izvilupp tardiv, it-tul mill-imnieher sal-anus u l-piz tal-gisem imxarrab,
parametri li ghandhom il-potenzjal li jkunu affettwati mit-tossicita generali, jinghataw ponderazzjoni inqas
importanti.

Figura 3.

Il-logika wara d-decizjoni ghat-twettiq tal-AMA.

LE

Esperiment
validu

Irrepeti
Wettaq LFAMA

IVA
¥
Zvilupp avvanzat Tirojde Attiva
LE
S VA (9
Zvilupp asinkronu Tirojde Attiva
LE
L
Effetti istologici importanti A Tirojde Attiva

LE

Tirojde Inattiva
Apparenti:
Waqqaf

(*) L-istologija tista’ tkun mehtiega minn certi awtoritajiet regolatorji minkejja differenzi importanti fl-izvilupp avvanzat u asinkroniku. L-entita
li taghmel dan it-test hija mhegga tikkonsulta lill-awtoritajiet mehtiega gabel taghmel it-test sabiex tistabbilixxi liema punti ta’ tmiem huma
mehtiega.
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Zvilupp avvanzat (stabbilit bl-uzu tal-istadju tal-izvilupp, 1-SVL u I-HLL)

47. L-izvilupp avvanzat huwa maghruf li jsehh biss bl-effetti li huma relatati mal-ormon tat-tirojde. Dawn jistghu
jkunu effetti tat-tessut periferali bhal interazzjoni diretta mar-ricettur tal-ormon tat-tirojde (bhal bit-T4) jew
effetti li jibdlu l-livelli tal-ormon tat-tirojde cirkolanti. Ikun xi jkun il-kaz, dan jitqies bhala prova bizzejjed li
tindika li s-sustanza kimika ghandha attivita fit-tirojde. L-izvilupp avvanzat huwa evalwat b'mod wiehed minn
tnejn. L-ewwel, l-istadju tal-izvilupp generali jista’ jigi evalwat billi jintuza l-approc¢ standardizzat spjegat
fNieuwkoop and Faber (8). It-tieni, karatteristici morfologici specifici jistghu jigu kkwantifikati, bhat-tul tas-sieq
ta’ wara, filjum 7 u 21, li ghandu asso¢jazzjoni pozittiva mal-effetti agonisti¢i fuq ir-ricettur tal-ormon tat-
tirojde. Jekk isiru avvanzi statistikament sinifikanti fl-izvilupp jew fit-tul tas-sieq ta’ wara, fdak il-kaz it-test
jindika li s-sustanza kimika hija attiva fit-tirojde.

48. L-evalwazzjoni tal-annimali tat-test ghall-prezenza ta’ zvilupp mghaggel brabta mal-popolazzjoni ta’ kontroll
ser tkun imsejsa fuq ir-rizultati ta’ analizijiet statistici mwettqin ghall-erba’ punti ta’ tmiem li gejjin:

— it-tul tas-sieq ta’ wara (normalizzat mill-SVL) filjum 7 tal-istudju
— it-tul tas-sieq ta’ wara (normalizzat mill-SVL) filjum 21 tal-istudju
— l-istadju tal-izvilupp filjum 7 tal-istudju

— l-istadju tal-izvilupp filjum 21 tal-istudju

49. L-analizijiet statistici tat-tul tas-sieq ta’ wara ghandhom isiru fuq il-bazi tal-kejliet tat-tul tas-sieq xellugija ta’
wara. It-tul tas-sieq ta’ wara huwa normalizzat billi jittiched il-proporzjon tat-tul tas-sieq ta’ wara ghat-tul mill-
imnieher ghall-anus ta’ individwu. Imbaghad titqabbel il-medja tal-valuri normalizati ghal kull livell tat-
trattament. Imbaghad, l-ac¢elerazzjoni tal-izvilupp tigi indikata minn zieda importanti fit-tul medju tas-sieq ta’
wara (normalizzat) fi grupp tat-trattament bis-sustanza kimika meta mqabbel mal-grupp ta’ kontroll fil-jum 7
tal-istudju ufjew filjum 21 tal-istudju (ara l-Appendici 3).

50. L-analizijiet statistici tal-istadju tal-izvilupp ghandhom isiru fuq il-bazi tal-istabbiliment tal-istadji tal-izvilupp
skont il-kriterji morfologici deskritti minn Nieuwkoop and Faber (8). Zvilupp mghaggel huwa indikat meta I-
analizi multikwantali ssib zieda importanti fil-valuri tal-istadju tal-izvilupp fi grupp tat-trattament bis-sustanza
kimika meta mqabbel mal-grupp ta’ kontroll fil-jum 7 tal-istudju ufjew fil-jum 21 tal-istudju.

51. Fil-metodu ta’ ttestjar tal-AMA, effett importanti fuq kwalunkwe wiched mill-erba’ punti ta’ tmiem imsemmijin
hawn fuq jitqies bizzejjed ghal identifikazzjoni pozittiva ta’ zvilupp mghaggel. Jigifieri, effetti importanti fuq it-
tul tas-sieq ta’ wara fpunt ta’ Zmien specifiku ma jehtigux li jigu korroborati minn effetti importanti fuq it-tul
tas-sieq ta’ wara fpunt ta’ zmien ichor u lanqas minn effetti importanti fuq l-istadju tal-izvilupp fdan il-punt ta’
zmien specifiku. Min-naha taghhom, effetti importanti fuq l-istadju tal-izvilpp fpunt ta’ zmien specifiku ma
jehtigux li jigu korroborati minn effetti importanti fl-istadju tal-izvilupp fpunt ta’ Zmien iehor u langas minn
effetti importanti fuq it-tul tas-sieq fdan il-punt ta’ zmien specifiku. Il-piz tal-evidenza ghall-izvilupp mghaggel
xorta wahda ser jizdied jekk jinstabu effetti importanti ghal iktar minn punt ta’ tmien wiehed.

Zvilupp asinkroniku (stabbilit bl-uzu ta’ kriterji tal-istadju tal-izvilupp)

52. L-izvilupp asinkroniku huwa kkaratterizzat minn tfixkil tat-twaqqit relattiv tal-morfogenesi jew l-izvilupp ta’
tessuti differenti fi hdan marzebba individwali. In-nuqqas ta’ hila li jigi stabbilit l-istadju tal-izvilupp ta’
organizmu bl-uzu tal-firxa ta’ punti ta’ tmiem morfologi¢i meqjusin tipic¢i ta’ kwalunkwe stadju partikolari
jindika 1i t-tessuti qed jizviluppaw b'mod asinkroniku bil-metamorfozi. L-izvilupp asinkroniku huwa indikatur
ta’ attivita fit-tirojde. L-uni¢i modalitajiet maghrufin ta’ azzjoni li jikkagunaw zvilupp asinkroniku huma
permezz tal-effetti ta’ sustanzi kimici fuq azzjoni tal-ormon tat-tirojde periferali ufjew metabolizmu tal-ormon
tat-tirojde fl-izvilupp ta’ tessuti kif inhu osservat b'inibituri tad-dejodinazi.

53. L-evalwazzjoni tal-annimali tat-test ghall-prezenza ta’ zvilupp asinkroniku relatat mal-popolazzjoni tal-kontroll
ser tkun ibbazata fuq valutazzjoni morfologika gross tal-annimali tat-test fil-jum 7 tal-istudju u filjum 21 tal-
istudju.

54. Id-deskrizzjoni tal-izvilupp normali tal-Xenopus laevis minn Nieuwkoop and Faber (8) tipprovdi I-qafas ghall-
identifikazzjoni ta’ ordni sekwenzjali tar-rimodellar tat-tessut normali. It-terminu ‘zvilupp asinkroniku’ jirreferi
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b'mod specifiku ghal dawk id-devjazzjonijiet fl-izvilupp morfologiku gross tal-imriezeb li ma jippermettux li
jigi stabbilit b'mod definittiv stadju tal-izvilupp skont il-kriterji ta’ Nieuwkoop and Faber (8) ghaliex tragwardi
morfologici importanti juru karatteristici ta’ stadji differenti.

55. Kif jimplika t-terminu ‘zvilupp asinkroniku’, huma biss kazijiet li juru devjazzjonijiet fil-progress ta’ mmudellar
kkunsidrati. Certi fenotipi klassi¢i jinkludu dewmien jew nuqgas ta’ emergenza tas-saqajn ta’ wara minkejja
zvilupp normali jew avvanzat tas-saqajn ta’ wara u t-tessuti tad-denb, jew ir-risorbiment prekoci tal-gargi
b'rabta mal-istadju tal-morfogenesi tas-saqajn ta’ wara u r-risorbiment tad-denb. Annimal ser jigi rregistrat li
qed juri zvilupp asinkroniku jekk ma jkunx jista’ jigi assenjat fi stadju ghaliex jonqos milli jissodisfa l-maggor
parti tal-kriterji tal-izvilupp tragward ghal stadju partikolari ta’ Niewkoop and Faber (8), jew jekk ikun hemm
ittardjar jew accelerazzjoni estremi ta’ karatteristika importanti wahda jew iktar (ez. risorbiment shih tad-denb,
izda s-sagajn ta’ quddiem ma jkunux feggew). Din il-valutazzjoni ssir b'mod kwalitattiv u ghandha tezamina -
firxa shiha ta’ karatteristi¢i tragward elenkati minn Niewkoop and Faber (8). Madankollu, ma hemmx bzonn li
jigi rregistrat l-istat tal-izvilupp tad-diversi karatteristi¢i tragward tal-annimali osservati. Annimali rregistrati li
juru zvilupp asinkroniku mhumiex assenjati stadju tal-izvilupp ta’ Niewkoop and Faber (8).

56. Bhekk, kriterju centrali ghad-dezinjazzjoni ta’ kazijiet ta’ zvilupp morfologiku anormali bhala ‘zvilupp
asinkroniku’ huwa li t-twaqgit relattiv tal-immudellar mill-gdid tat-tessuti u l-morfogenesi tat-tessut huwa
mxekkel filwaqt li I-morfologija tat-tessuti affettwati mhijiex anormali bi¢-car. Ezempju li juri din l-interpre-
tazzjoni ta’ anormalitajiet morfologici gross huwa li I-morfogenesi ttardjata tas-sagajn ta’ wara b'rabta mal-
izvilupp ta’ tessuti ohrajn ser tissodisfa I-kriterju ta” ‘zvilupp asinkroniku’ filwaqt li kazijiet li juru saqajn ta’
wara niqsin, swaba' anormali (ez. ettrodattilja, polidattilja), jew sfigurazzjonijiet cari ohrajn tas-saqajn ma
ghandhomx jitgiesu bhala ‘zvilupp asinkroniku’.

57. PFdan il-kuntest, it-tragwardi morfologici I-kbar li ghandhom jigu evalwati ghall-progress metamorfiku
koordinat taghhom ghandhom jinkludu morfogenesi tas-saqajn ta’ wara, morfogenesi tas-sagajn ta’ quddiem,
fegga tas-saqajn ta’ quddiem, l-istadju tar-risorbiment tad-denb (b’'mod partikolari r-risorbiment tal-pinna tad-
denb), u I-morfologija tar-ras (ez. dags tal-gargi u dags tar-risorbiment tal-gargi, morfologija tax-xedaq ta’ taht,
protruzjoni tal-qarquca ta’ Mechel).

58. Skont il-modalitd tal-azzjoni tas-sustanza kiika, jistghu jsehhu fenotipi morfologici gross differenti. Certi
fenotipi klassici jinkludu ttardjar jew nuqqas ta’ fegga tas-sagajn ta’ quddiem minkejja zvilupp normali jew
avvanzat tas-saqajn ta’ wara u t-tessuti tad-denb, risorbiment prekoci tal-gargi brabta mal-immudellar mill-gdid
tas-saqajn ta’ wara u tad-denb.

Istopatologija

59. Jekk is-sustanza kimika ma tikkagunax tossicita importanti u ma thaffifx l-izvilupp jew tikkaguna zvilupp
asinkroniku, fdak il-kaz l-istopatologija tal-glandoli tat-tirojde tigi evalwata bl-uzu tad-dokument ta’ gwida
xieraq (9). L-ittardjar tal-izvilupp, fin-nuqqas ta’ tossicita, huwa indikatur b’sahhtu ta’ attivita antitirojde, izda I-
analizi tal-istadju tal-izvilupp hija inqas sensittiva u inqas djanjostika mill-analizi istopatologika tal-glandola tat-
tirojde. Ghalhekk, f'dan il-kaz huwa mehtieg li jsiru analizijiet istopatologici tal-glandoli tat-tirojde. L-effetti fuq
l-istologija tal-glandola tat-tirojde ntwerew fin-nuqgas ta’ effetti tal-izvilpp. Jekk isehhu bidliet fl-istopatologija
tat-tirojde, is-sustanza kimika titqies li hija attiva fit-tirojde. Jekk ma jkun osservat ebda ttardjar fl-izvilupp jew
id-decizjoni huwa li I-glandola tat-tirojde hija taht l-influwenza tat-TSH u kwalunkwe sustanza kimika li tibdel
l-ormon tat-tirojde cirkolanti bizzejjed tant li tinbidel is-sekrezzjoni tat-TSH ser tirrizulta fbidliet istopatologici
fil-glandoli tat-tirojde. Diversi modalitajiet u mekkanizmi ta’ azzjoni jistghu jibdlu l-ormon tat-tirojde ¢irkolanti.
B'hekk, filwaqt li I-livell tal-ormon tat-tirojde jindika effett marbut mat-tirojde, dan mhuwiex bizzejjed sabiex
jigi stabbilit liema modalita jew mekkanizmu ta’ azzjoni huma marbutin mar-rispons.

60. Peress li dan il-punt ta’ tmiem mhuwiex attribwibbli ghal approcci statistici bazici, opinjoni esperta ta’
patologist ghandha tistabbilixxi effett marbut mal-espozizzjoni ghal sustanza kimika.

Zvilupp tardiv (stabbilit bl-uzu tal-istadju tal-izvilupp, HLL, BW, SVL)

61. Zvilupp tardiv jista’ jsehh permezz ta’ mekkanizmi antitirojde u permezz ta’ tossi¢ita indiretta. Ittardjar hafif fl-
izvilupp flimkien ma’ sinjali cari ta’ tossicita aktarx li jindikaw effett tossiku mhux specifiku. Evalwazzjoni tat-
tossicita mhux tat-tirojde hija element essenzjali tat-test biex titnaggas il-probabilita ta’ rizultati ta’ pozittiv falz.
Mortalita eccessiva hija indikazzjoni ovvja li qed isehhu mekkanizmi tossi¢i ohrajn. B'mod simili, tnaqgisiet
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hfief fit-tkabbir, kif stabbiliti mill-piz imxarrab ufjew it-tul tal-SVL, jissuggerixxu tossi¢ita mhux tat-tirojde
wkoll. Zidiet apparenti fit-tkabbir huma osservati spiss b’sustanzi kimici li jaffettwaw I-izvilupp normali b'mod
negattiv. Konsegwentement, il-prezenza ta’ annimali kbar mhux bilfors li tindika tossi¢ita mhux tat-tirojde.
Madankollu, it-tkabbir qatt ma ghandu jkun l-unika bazi sabiex tigi stabbilita t-tossicita tat-tirojde. Minflok
ghandhom jintuzaw it-tkabbir flimkien mal-istadju tal-izvilupp u l-istopatologija tat-tirojde sabiex tigi stabbilita
l-attivita tat-tirojde. Punti ta’ tmiem ohrajn ghandhom jigu kkunsidrati wkoll meta tigi stabbilita tossicita cara
inkluzi edema, lezjonijiet emorragici, letargija, konsum inqas ta’ ikel, imgiba tal-ghawm stramba/mibdula, ecc.
Jekk il-koncentrazzjonijiet kollha tat-test juru sinjali ta’ tossicita cara, is-sustanza kimika tat-test ghandha terga’
tigi evalwata fkoncentrazzjonijiet inqas tat-test gabel jigi stabbilit jekk is-sustanza kimika hijiex potenzjalment
attiva jew inattiva fit-tirojde.

62. Ittardjar statistikament importanti fl-izvilupp, fin-nuqqas ta’ sinjali ohrajn ta’ tossicita cara, jindika li s-sustanza
kimika hija attiva fit-tirojde (antagonistika). Fin-nuqqas ta’ risponsi statistici kbar, dan l-ezitu jista’ jissahhah
brizultati mill-istopatologija tat-tirojde.

Analizijiet statistici

63. Idealment, l-analizijiet statisti¢i tad-dejta ghandhom isegwu l-proceduri deskritti fid-dokument Approcéi Attwali
fl-Analizi Statistika tad-Dejta dwar l-Ekotossicita: Gwida ghall-Applikazzjoni (11). Ghall-punti ta’ tmiem kwanti-
tattivi kontinwi kollha (HLL, SVL, piz imxarrab) konsistenti ma’ doza-rispons monotoni, ghandu jigi applikat it-
test rigressiv ta’ Jonckheere-Terpstra sabiex jigi stabbilit effett tat-trattament importanti.

64. Ghal punti ta’ tmiem kontinwi li mhumiex konsistenti ma’ doza-rispons monotoni, id-dejta ghandha tigi
vvalutata ghan-normalita (idealment billi jintuza t-test ta’ Shapiro-Wilk jew Anderson-Darling) u omogenita tal-
varjanza (idealment bl-uzu tat-test ta’ Levene). [z-zewg testijiet isiru fuq ir-residwi minn ANOVA. Jista’ jintuza
gudizzju espert minflok dawn it-testijiet formali ghan-normalita u l-omogenita tal-varjanza, ghad i t-testijiet
formali huma ppreferuti. Meta tinstab nonnormalita jew eterogenita tal-varjanza, ghandha titfittex trasfor-
mazzjoni normalizzanti li tistabbilizza l-varjanza. Jekk id-dejta (forsi wara trasformazzjoni) normalment tigi
distribwita b’varjanza omogena, it-test ta’ Dunnett jistabbilixxi effett tat-trattament sinifikanti. Jekk id-dejta
(forsi wara trasformazzjoni) normalment tigi distribwita b'varjanza eterogena, it-test ta’ Tamhane-Dunnett jew
T3 jew it-test-U ta’ Mann-Whitney-Wilcoxon jistabbilixxi effett tat-trattament sinifikanti. Meta ma tkun tista’
tinstab ebda trasformazzjoni normalizzanti, effett tat-trattament jigi stabbilit mit-test-U ta’ Mann-Whitney-
Wilcoxon bl-uzu ta’ aggustament ta’ Bonferroni-Holm ghall-valuri-p. It-test ta’ Dunnett huwa applikat b'mod
indipendenti minn kwalunkwe test-F ANOVA u t-test ta® Mann-Whitney huwa applikat b'mod indipendenti
minn kwalunkwe test generali ta’ Kruskall-Wallis.

65. Mortalita sinifikanti mhijiex mistennija izda ghandha tigi vvalutata mit-test rigressiv ta’ Cochran-Armitage li fih
id-dejta hija konsistenti mal-monotonicita tad-doza-rispons, u nkella mit-test Ezatt ta’ Fisher b’aggustament
Bonferroni-Holm.

66. Effett importanti tat-trattament ghal stadju tal-izvilupp huwa stabbilit mill-applikazzjoni rigressiva tat-test ta’
Jonckheere-Terpstra applikat ghall-medji tal-irreplikati. Inkella, u idealment, ghandu jintuza t-test multikwantali
ta’ Jonckheere mill-20 sat-80 percentil sabiex jigi stabbilit l-effett, peress li jiehu fkunsiderazzjoni bidliet fil-
profil tad-distribuzzjoni.

67. L-unita xierqa ta’ analizi hija l-irreplikat sabiex id-dejta tkun tikkonsisti fmedjani tal-irreplikati jekk jintuza t-
test ta’ Jonckheere-Terpstra jew it-test-U ta’ Mann-Whitney, jew il-medji tal-irreplikati jekk jintuza t-test ta’
Dunnett. Il-monotonicita tad-doza-rispons tista’ tigi vvalutata vizwalment mill-medji jew il-medjani tal-
irreplikati u t-trattament jew minn testijiet formali bhal dawk deskritti qabel (11). Bi ftit inqas minn hames
irreplikati ghal kull trattament jew kontroll, ghandhom jintuzaw il-verzjonijiet ta’ permutazzjoni ezatti tat-
testijiet ta’ Jonckheere-Terpstra u Mann-Whitney jekk disponibbli. L-importanza statistika tat-testijiet kollha
indikati hija ggudikata fil-livell ta’ sinifikanza 0,05.

68. Il-Figura 4 hija flow-chart ghat-twettiq ta’ testijiet statistici fuq dejta kontinwa.



Figura 4.
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Kunsiderazzjonijiet spe¢jali ghall-analizi tad-dejta
Uzu ta’ livelli tat-trattament friskju

69. Jigu kkunsidrati bosta fatturi meta jigi stabbilit jekk irreplikat jew trattament shih jurix tossicita cara u ghandux
jitnehha mill-analizi. Tossicita cara hija ddefinita bhala > 2 mortalitajiet fi kwalunkwe rreplikat li jistghu jigu
spjegati biss b'tossicitd u mhux zball tekniku. Sinjali ohrajn ta’ tossi¢ita cara jinkludu emorragija, imgiba
anormali, xejriet tal-ghawn anormali, anoressija u kwalunkwe sinjal kliniku iehor ta’ mard. Ghal sinjali subletali
ta’ tossicita, jista’ jkun hemm bzonn ta’ evalwazzjonijiet kwalitattivi, u dejjem ghandha ssir referenza ghall-
grupp ta’ kontroll bl-ilma nadif.

Kontrolli tas-solvent

70. L-uzu ta’ solvent ghandu jigi kkunsidrat biss bhala l-ahhar rikors, wara li jkunu gew ikkunsidrati 1-ghazliet
kollha l-ohrajn ta’ twassil. Jekk jintuza solvent, fdak il-kaz ghandu jsir fl-istess hin kontroll bilma nadif. Fi
tmiem it-test, ghandha ssir evalwazzjoni tal-effetti potenzjali tas-solvent. Dan isir permezz ta’ paragun statistiku
tal-grupp ta’ kontroll tas-solvent u l-grupp ta’ kontroll bl-ilma nadif. L-iktar punti ta’ tmiem relevanti li jridu
jigu kkunsidrati fdin l-analizi huma l-istadju tal-izvilupp, I-SVL u l-piz imxarrab, peress li dawn jistghu jkunu
affettwati permezz ta’ tossicitajiet mhux tirojdali. Jekk jinstabu differenzi statistikament importanti fdawn il-
punti ta’ tmiem bejn il-grupp ta’ kontroll bl-ilma nadif u dak ta’ kontroll bis-solvent, sib il-punti ta’ tmiem tal-
istudju ghall-mizuri tar-rispons bl-uzu tal-kontroll bl-ilma nadif. Jekk ma jkun hemm ebda differenza statisti-
kament importanti bejn il-kontroll bl-ilma nadif u l-kontroll bis-solvent ghall-varjabbli tar-rispons kollha
mkejlin, stabbilixxi l-punti ta’ tmiem tal-istudju ghall-mizuri tar-rispons bl-uzu tal-kontrolli bl-ilma ta’
dilwizzjoni u bis-solvent raggruppati.

Gruppi tat-trattament li jilhqu l-istadju 60 u iktar tal-izvilupp

71. Wara l-istadju 60, l-imriezeb juru tnaqqis fid-dags u I-piz minhabba risorbiment tat-tessut u tnaqqis tal-
kontenut tal-ilma assolut. B’hekk, il-kejliet tal-piz imxarrab u I-SVL ma jistghux jintuzaw kif xieraq fl-analizijiet
statistici ghal differenzi fir-rati ta’ tkabbir. Ghaldagstant, il-piz imxarrab u d-dejta dwar it-tul mill-organizmi
> NF60 ghandhom jigu ¢ensurati u ma jistghux jintuzaw fl-analizijiet tal-medji tal-irreplikati jew il-medjani tal-
irreplikati. Jistghu jintuzaw zewg approcci differenti sabiex jigu analizzati dawn il-parametri relatati mat-
tkabbir.

72. Appro¢¢ minnhom huwa li jigu kkunsidrati biss imriezeb fl-istadju 60 tal-izvilupp jew inqas ghall-analizijiet
statistici tal-piz imxarrab ufjew 1-SVL. Dan l-approc¢ huwa mithum li jipprovdi informazzjoni robusta bizzejjed
dwar is-serjeta tal-effetti possibbli tat-tkabbir diment li sehem zghir biss mill-annimali tat-test jitnehhew mill-
analizijiet (< 20 %). Jekk numru ikbar ta’ mriezeb juru Zvilupp lil hinn mill-istadju 60 (< 20 %), fkoncen-
trazzjoni nominali wahda jew iktar, ghandha ssir ANOVA b’zewg fatturi bi struttura ta’ varjanza mbejta fuq I-
imriezeb kollha sabiex jigu vvalutati l-effetti tat-tkabbir dovuti ghal trattamenti kimici filwaqt li jigi kkunsidrat
l-effett tal-izvilupp tardiv tal-istadju fuq it-tkabbir. L-Appendici 3 jipprovdi gwida dwar l-analizi ANOVA b’zewg
fatturi tal-piz u t-tul.
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Appendiéi 1

Tabella 1

Kundizzjonijiet Sperimentali ghall-Assagg tal-Metamorfosi tal-Amfibji fuq 21 jum

Annimal tat-Test

Larva Xenopus laevis

Stadju Inizjali tal-Larva

Stadju 51 ta’ Nieuwkoop and Faber

Perjodu ta’ Espozizzjoni

21 jum

Kriterji tal-Ghazla tal-Larva

Stadju tal-izvilupp u tul totali (mhux obbligatorju)

Koncentrazzjonijiet tat-test

Minimu ta’ 3 koncentrazzjonijiet li jvarjaw bejn wiehed u ichor
ordni wiched ta’” kobor

Regim ta’ Espozizzjoni

Fluss kontinwu (preferut) ufjew tigdid statiku

Rata tal-Fluss tas-Sistema tat-Test

25 ml/min (sostituzzjoni tal-volum shih bejn wiehed u iehor kull
2,7 siegha)

Punti ta’ Tmiem Primarji | Jiem tal-Istabbili-
ment

Mortalita Kuljum
Stadju tal-Izvilupp J7u2l
Tul tas-Sieq ta’ Wara J7u2l
Tul mill-Imnieher sal-Anus J7u2l
Piz tal-Gisem Imxarrab J7u21
Istologija tat-Tirojde ] 21

IIma ta’ Dilwizzjoni | Kontroll tal-Laboratorju

IIma tal-vit deklorinat (iffiltrat ghall-karbonju) jew is-sors tal-labora-
torju ekwivalenti

Densita tal-Larva

20 larva | recipjent tat-test (5 [ )

Soluzzjoni tat-Test | Recipjent tat-Test

4-101 (tal-inqas 10-15 cm ilma) | Recipjent tat-test tal-hgieg jew tal-
Azzar Inossidabbli (ez., 22,5 cm x 14 cm x 16,5 cm)

Replikazzjoni

4 recipjenti tat-test tal-irreplikati | koncentrazzjoni u kontroll tat-test

Rata ta’ Mortalita Accettabbli fil-Kontrolli

< 10 % ghal kull recipjent tat-test tal-irreplikati

Fissazzjoni tat-Tirojde | Numru Ffissat

L-imriezeb kollha (fil-bidu jigu evalwati 5/irreplikat)

Regjun

Ras jew gisem shih

Fluwidu tal-Fissaz-
zjoni

Fissattiv ta’ Davidson
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Tmigh Ikel Sera Micron® jew ekwivalenti
Ammont | Frek- Ara t-Tabella 1 ghar-regim tat-tmigh bl-uzu ta’ Sera Micron®
wenza
Dawl Fotoperjodu 12-il siegha Dawl: 12-il siegha dlam
Intensita 600 sa 2 000 lux (Imkejlin fil-Wic¢ tal-Iima)
Temperatura tal-Ilma 22°+1°C
pH 6,5 — 8,5

Koncentrazzjoni ta’ Ossigenu Dissolt (DO)

> 3,5 mg/l (> 40 % Saturazzjoni tal-Arja)

Skeda tal-Kampjun Kimiku Analitiku

Darba | Gimgha (4 Avvenimenti tal-Kampjun | Test)
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Appendici 2
Tabelli tar-rapportar ghad-dejta mhux ipprocessata u d-dejta sommarja
Tabella 1
Informazzjoni generali dwar is-sustanza kimika tat-test
Informazzjoni kimika
Dahhal is-sustanza kimika tat-test, l-unitajiet tal-kon¢entrazzjoni, u t-trattamenti
Sustanza kimika tat-test:
Unitajiet tal-koncentrazzjoni:
Trattament 1
Trattament 2
Trattament 3
Trattament 4
Data (jum 0): Dahhal id-data (xx/jj[ss)
Data (jum 7): Dahhal id-data (xx/jj[ss)
Data (jum 21): Dahhal id-data (xx/jj[ss)
Tabella 2
Skedi ghall-gbir ta’ dejta mhux ipprocessata ghalljiem 7 u 21
JUM X
DATA 00/00/00
Koncen- Numru Numru Numru Identifika- Stadju tal- | Tul tal- Eﬂqt 2;51: falﬁ ltI:Hf(S?—
trazzjoni tat-Tratta- | tal-Irrepli- |- tal-indi- - tur tal-In- Izvilupp | SVL (mm) Wara ganizmu
ment kat vidwu dividwu (mm) Shih (mg)
o TR TRT# REP IND ID# STADJU BL HLL PIZ
1 0,00 1
2 0,00 1
3 0,00 1
4 0,00 1
5 0,00 1
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koncen. | Numru | Numew | Nmrw | tdencika | oo | pan | Seaw | o
trazzjoni | UTratta- | talrrepli- | talindic | vur talIn- | "y g 0 Gur mm) | Wara | ganizmu

ment kat vidwu dividwu (mm) Shih (mg)
o | TR TRT# REP IND ID# STADJU BL HLL PIZ
6 0,00 1
7 0,00 1
8 0,00 1
9 0,00 1
10 0,00 1
11 0,00 1
12 0,00 1
13 0,00 1
14 0,00 1
15 0,00 1
16 0,00 1
17 0,00 1
18 0,00 1
19 0,00 1
20 0,00 1
21 0,00 2
22 0,00 2
23 0,00 2
24 0,00 2
25 0,00 2
26 0,00 2
27 0,00 2
28 0,00 2
29 0,00 2
30 0,00 2
31 0,00 2
32 0,00 2
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koncen. | Numru | Numru | Numrw | ddenifka | oo | ona | Seqw | b hon
trazzjoni | UTratta- | talrrepli- | talindic | vur talIn- | "y g 0 Gur mm) | Wara | ganizmu

ment kat vidwu dividwu (mm) Shih (mg)
o TR TRT# REP IND ID# STADJU BL HLL PIZ
33 0,00 2
34 0,00 2
35 0,00 2
36 0,00 2
37 0,00 2
38 0,00 2
39 0,00 2
40 0,00 2
41 0,00 3
42 0,00 3
43 0,00 3
44 0,00 3
45 0,00 3
46 0,00 3
47 0,00 3
48 0,00 3
49 0,00 3
50 0,00 3
51 0,00 3
52 0,00 3
53 0,00 3
54 0,00 3
55 0,00 3
56 0,00 3
57 0,00 3
58 0,00 3
59 0,00 3
60 0,00 3
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koncen. | Numru | Numru | Numrw | ddenifka | oo | ona | Seqw | b hon
trazzjoni | UTratta- | talrrepli- | talindic | vur talIn- | "y g 0 Gur mm) | Wara | ganizmu

ment kat vidwu dividwu (mm) Shih (mg)
o TR TRT# REP IND ID# STADJU BL HLL PIZ
61 0,00 4
62 0,00 4
63 0,00 4
64 0,00 4
65 0,00 4
66 0,00 4
67 0,00 4
68 0,00 4
69 0,00 4
70 0,00 4
71 0,00 4
72 0,00 4
73 0,00 4
74 0,00 4
75 0,00 4
76 0,00 4
77 0,00 4
78 0,00 4
79 0,00 4
80 0,00 4
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Tabella 3
Sommarji kkalkolati ghad-dejta dwar il-punti ta’ tmiem mill-jiem 7 u 21
Stadju tal-zvilupp SVL (mm) Tul tas‘fliﬁ%a' Wara Piz (mg)
TRT REP MIN MEDJAN | MASS MEDJA | ZVISTD | MEDJU | ZVISTD | MEDJU | ZVISTD
1 1 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 2 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 3 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 4 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 1 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 2 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 3 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 4 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 1 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 2 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 3 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

Nota: Il-kalkoli tac-celloli huma asso¢jati mal-entrati tad-dejta fit-Tabella 2.
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Tabella 4
Dejta dwar il-mortalita ta’ kuljum
Jum tat-Test Data 1 3 4 1 2 3 4 1 4
0 00/00/00
1 #Value!
2 #Value!
3 #Value!
4 #Value!
5 #Value!
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!
Ghadd tal-irreplikati 0 oj[0|O|O0O|]O]|]O]|O 0
Ghadd tat-Trattament 0 0 0

Nota: Il-kalkoli tac-celloli huma asso¢jati mal-entrati tad-dejta fit-Tabella 1.
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Tabella 5

Kriterji tal-Kwalita tal-Ilma

Sistema ta’ Espozizzjoni (bi fluss kontinwu/tigdid statiku):

Temperatura:

Intensita tad-dawl:

Ciklu dawl-dlam:

Lkel:

Rata tat-tmigh:

pH tal-ilma:

Koncentrazzjoni tal-jodju fl-ilma tat-test:

Tabella 6

Dejta kimika sommarja

Isem is-Sustanza Kimika:

Kaz #:
Jum tat-Test Data 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
0 00/00/00
1 #Value!
2 #Value!
3 #Value!
4 #Value!
5 #Value!
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Isem is-Sustanza Kimika:

Kaz #:
Jum tat-Test Data 1 (2 (3|4 |1 234|123 4123 |4|1|2]|3]4
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!

Nota: Il-kalkoli tac-celloli huma asso¢jati mal-entrati tad-dejta fit-Tabella 1.
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Tabella 7

Tabelli ghar-rapportar tal-istopatologija ghall-kriterji centrali

Patologista:

Sustanza kimika:

Data:

LIB[O3H[O)
1[o[[99-2e elzejdiad]

HIB[OYH[O)
1jo[[o9-2e1 efzediad]

HIE[OHH[0F
1[0[[92-2¢) efjontad]

HE[OHH[0F
1[0[[99-2® efjoniad]

aploan-1el
e[opue[3-[e1 efjony

aplom-yel
e[opue[3-[el efjony

oploan-1el
e[opue[3-[e) efyonad]

aplom-iel
e[opue[3-Te) efyonsad]

1 Jeydosn 7 veyrdoa - 1 esidosn — ezoQ-pel g reyrdorr —ezog-per |
— ©ZO(J-Pel [EWIUUY-[e) (] — BZO(-pel [EWIUUY-[el ([ £ [ewruuy-Te i [ewIuuy-res i £
= =
LIB[OYH]O) LIB[OYH[O)
1jo[[99-2e elzejdiad] Tjo[[99-2e1 elzejdiad]
HIB[OYH]O) LIB[OYH]OJ
T[0[[92-2¢1 eljonsad] 1[0[[92-2¥1 eljonizad]
aploin-1ey aploin-1en
e[opue[3-[e1 efjony e[opue[3-[e) efjony
aplon-1es aplom-1es
e[opue[3-[e3 efyonrod] e[opue[3-[e3 efyonsod]
1 vexrdoan 7 veydoan - 1 eyrydor — ezoq-pel g reyrdonr —ezog-per | .
< <
— [[ONUOY-[e) [eLITUIY-[e3 (] — [[onuoy-[e) fewruuy-[el qJ M [ewTuTy-[es [ewTuTy -[es W
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Tabella 8

onali tal-istopatologija

izzj

Kriterji add

Patologista:

Sustanza kimika:

Data:

LIE[OYI[0J EMEWLANH

euoz-zy stbbeuy,

LIe[OyI[O} EUESTEH

euoz-zy stbbeuy,

LIB[OYI[[0] UaWIN[-[E)

BUOZ-71] BPAIZ

LIB[OYI[[0] UaWIN[-[E]

BUOZ-71] BPAIZ

1 exrydon ¢ vesrdoanr 1 erydor — ezoQ-pel ¢ vexrdornr — ezog-pel
— ([ #zo-pe) [euuuy — (] eZo(-pel [euruuy = [ewuTy -[es [Ty -[es =
e i
LIE[OYI[[0] Uawun]-[e) LIB[OYI[[0] UaWn|-[e)
euoz-zy sibbeu, euoz-zy stbbeup,
LIB[OYI[[0] UawUn]-[e) LIB[OYI[[0] UawUnN]-[e)
BUOZ-71J BPIIZ BUOZ-71] BPIIZ
1 exrydon ¢ veyrdoa 1 eyrydor — ezoq-pel  veyrydonrr — ezoq-pes
— [[onUOY-[el [EWIUUY-[e) (] — [[onuoy-[el uUUY-EI Al | S [ewruuy-Tes i [ewruuy-Tes i =
S} o
= =
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Tabella 9

Deskrizzjonijiet narrattivi ghal sejbiet istopatologici

Data:
Sustanza kimika:
Patologista:
Deskrizzjoni narrattiva

ID tal-Annimal tal-Kontroll —
irreplikat 1

ID tal-Annimal tal-Kontroll
irreplikat 2

ID tal-Annimal tad-Doza —
irreplikat 1

ID tal-Annimal tad-Doza —
irreplikat 2
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Mudell tat-tabella sommarja ta’ rapportar ghall-jum x (7 jew 21) tal-AMA

Tabella 10

Kontroll

Doza 1

Doza 2

Doza 3

Punt ta’ tmiem

Irreplikat

Medju

SD cv

N | Medju

SD

v

N valur-p

Medja

SD

cv

valur-p

Medja

SD

cv

valur-p

Sieq ta’ Wara
Tul (mm)

1

SVL

(mm)

Piz imxarrab
(mg)

Medja:

910C°¢’L

1]

eadoimy ruofun-res ey [euno-|

L9T/¥S 1



Mudell tat-tabella sommarja ta’ rapportar ghal dejta dwar l-istadju tal-izvilupp taljum x (7 jew 21) ghall-AMA

Tabella 11

Kontroll

Doza 1

Doza 2

Doza 3

Irreplikat

Medjan

Min | Mass

Medjan

Min

Mass

valur-p

Medjan

Min

Mass

valur-p

Medjan

Min

Mass

Medjan

valur-p

Stadju tal-1z-
vilupp

1

Medja:

897/¥S 1

[N ]

eadoimy ruofun-res ey [euIno-||

910C°¢’1L
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Appendiéi 3

Analizi alternattiva tal-piz u t-tul fil-kaz ta’ Zvilupp tardiv tal-istadju li jagbez 1-20 % tal-
imriezeb fkonc¢entrazzjoni wahda jew iktar

Jekk numru ikbar ta’ mriezeb juru zvilupp lil hinn mill-istadju 60 (> 20 %) fkoncentrazzjoni nominali wahda jew
iktar, ghandha ssir ANOVA b'zewg fatturi bi struttura ta’ varjanza mbejta fuq l-imriezeb kollha biex jigu vvalutati 1-
effetti tat-tkabbir minhabba trattamenti kimici filwaqt li jittiched fkunsiderazzjoni l-effett tal-izvilupp tardiv tal-
istadju fuq it-tkabbir.

Il-proposta hija sabiex tintuza d-dejta kollha izda jinghata kont lill-effett tal-izvilupp tardiv tal-istadju. Dan jista’ jsir
b’ANOVA b’zewg fatturi bi struttura ta’ varjanza mbejta. I[ddefinixxi StadjuTard = 'Iva’ ghal annimal jekk l-istadju tal-
izvilupp tieghu huwa 61 jew ikbar. Inkella, iddefinixxi StadjuTard = 'Le’. Fdak il-kaz tista’ ssirt ANOVA b’zewg fatturi
b’koncentrazzjoni u StadjuTard u l-interazzjoni taghhom, bfattur ghal gharrieda Rep(Conc) u fattur iehor ghal
gharrieda Marzebba(Rep). Dan xorta jittratta lir-rep bhala l-unita tal-analizi u essenzjalment jaghti l-istess rizultati
bhala analizi ponderata tal-medji tar-rep*stadjutard, ponderati bin-numru ta’ annimali ghal kull medja. Jekk id-dejta
tikser ir-rekwiziti dwar l-omogenita tal-varjanza jew in-normalita tal-ANOVA, fdak il-kaz tista’ ssir trasformazzjoni
tal-ordni tal-klassifikazzjoni normalizzata sabiex titnehha dik l-oggezzjoni.

Minbarra t-testijiet-F standard tal-ANOVA ghall-effetti ta’ Kon¢, StadjuTard, u l-interazzjonijiet taghhom, it-test-F tal-
interazzjoni jista’ jinqasam fZzewg testijiet-F addizzjonali tal-ANOVA, wiehed fuq ir-risponsi medji fil-koncentrazz-
jonijiet ghal StadjuTard = 'Le’ u iehor fuq ir-risponsi medji fuq koncentrazzjonijiet ghal StadjuTard = 'Iva’. Isiru wkoll
paraguni ohrajn tal-medji tat-trattament kontra l-kontroll fi hdan kull livell ta’ StadjuTard. Tista’ ssir analizi tat-tip
tax-xejra bl-uzu tal-kuntrasti xierqa jew jistghu jsiru paraguni sempli¢i bejn il-pari jekk ikun hemm evidenza ta’
doza-rispons mhux monotoni fi hdan livell tal-varjabbli ta’ StadjuTard. Aggustament Bonferroni-Holm ghall-valuri-p
isir biss jekk it-tagsima-F korrispondenti ma tkunx sinifikanti. Dan jista’ jsir fl-SAS u, presumibbilment, fpakketti ta’
software statisti¢i ohrajn. Jistghu jirrizultaw kumplikazzjonijiet meta ma jkun hemm ebda annimali bi stadju tardiv
feerti koncentrazzjonijiet, izda dawn is-sitwazzjonijiet jistghu jigu gestiti b'mod dirett.
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Appendici 4

Definizzjonijiet

Sustanza kimika: Sustanza jew tahlita

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar
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C.39. TEST TAR-RIPRODUZZJONI TAL-KOLLEMBOLANI FIL-HAMRIJA

INTRODUZZJONI

1.  Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa ekwivalenti ghal-linja gwida dwar l-ittestjar (TG) 232 tal-OECD (2009). Dan il-
metodu ta’ ttestjar tfassal sabiex jigu vvalutati l-effetti tas-sustanzi kimic¢i fuq ir-rizultati riproduttivi tal-
kollembolani fil-hamrija. Huwa bbazat fuq proceduri ezistenti (1) (2). ll-partenogenetici Folsomia candida u s-
sesswalment riproduttivi Folsomia fimetaria huma tnejn mill-iktar specijiet accessibbli ta’ Kollembola, u huma
kolturabbli u disponibbli fis-suq. Meta jkunu jridu jigu vvalutati habitats specifici mhux koperti miz-zewg
specijiet, il-procedura tista’ tigi estiza wkoll ghal specijiet ohrajn ta’ Kollembola jekk kapaci jissodisfaw il-kriterji
tal-validita tat-test.

2. Kollembola li jghixu fil-hamrija huma specijiet ekologikament relevanti ghall-ittestjar ekotossikologiku. II-
kollemboli huma esapodi b’eksoskeletru rqiq ferm permeabbli ghall-arja u l-ilma, u jirrapprezentaw specijiet ta’
artropodi b'rotta differenti u rata differenti ta’ espozizzjoni meta mqgabblin mal-hniex u l-enkitraeidi.

3. Id-densitajiet tal-popolazzjoni tal-Kollembola spiss jilhqu 1-10°> m- 2 fil-hamrija u s-saffi ta’ skart tal-weraq
fhafna ekosistemi terrestri (3) (4). L-adulti tipikament ikunu twal 0,5 — 5 mm, il-kontribuzzjoni taghhom
ghar-respirazzjoni u l-bjjomassa totali tal-annimali tal-hamrija hija baxxa, stmata bejn 1 % u 5 % (5). Ghalhekk,
l-iktar rwol importanti taghhom jista’ jkun bhala regolaturi potenzjali tal-processi permezz ta’ predazzjoni tal-
mikrobivori u mikrofawna. L-ispringtails huma annimali tal-priza ghal firxa wiesgha ta’ invertebrati endogeici u
epigeici, bhal dud, ¢entopiedi, brimb, Carabidae u kappillani. 1l-Kollembola jikkontribwixxu ghall-processi ta’
dekompozizzjoni fhamrija aciduzi fejn jistghu jkunu l-iktar invertebrati importanti tal-hamrija minbarra
enkitraeidi, peress li normalment il-hniex u d-diplopodi jkunu nigsin.

4. F. fimetaria ghandha distribuzzjoni madwar id-dinja u hija komuni fdiversi tipi ta’ hamrija li jvarjaw minn
hamrija mrammla sa raba’ kif ukoll hamrija aciduzi u ohrajn li mhumiex. Hija kollembolan minghajr ghajnejn
u bla pigment. Giet irregistrata fil-hamrija agrikoli madwar l-Ewropa kollha (6). Ghandha drawwa ta’ ikel
omnivoru, inkluzi ifa fungali, batterji, protozoa u detrite fl-alimentazzjoni taghha. Tinteragixxi permezz ta’
raghha binfezzjonijiet ta’ fungi patogenici tal-pjanti (7) u tista’ tinfluwenza l-mikorriza, kif inhu maghruf li
huwa l-kaz ghal F. candida. Bhal hafna mill-ispecijiet kollembolani, tirriproduci sesswalment u tehtieg il-
prezenza permanenti tar-ragel ghall-fertilizzazzjoni tal-bajd.

5. F. candida hija distribwita madwar id-dinja wkoll. Ghad li mhijiex komuni fhafna mill-hamrija naturali, spiss
issibha fnumru kbar hafna fsiti rikki fhamrija humus. Hija kollembolan minghajr ghajnejn u bla pigment.
Ghandha furka zviluppata sew (organu biex tagbez) u moviment ta’ giri attiv u tagbez mill-ewwel meta
disturbata. Ir-rwol ekologiku ta’ F. candida jixbah ir-rwol ta’ F. fimetaria, izda l-habitats huma hamrija iktar
organikament rikki. Tirriproduci partenogenetikament. L-irgiel jistghu jkunu inqas minn 1 felf.

PRINCIPJU TAT-TEST

6. Kollembola adulti (F. fimetaria) jew zghar (F. candida) sinkronic¢i huma esposti ghal medda ta’ koncentrazzjonijiet
tas-sustanza kimika tat-test imhallta fhamrija artifi¢jali mmodifikata (8) bl-uzu ta’ kontenut ta’ materja organika
ta’ 5 % (jew hamrija ohra). Ix-xenarju tat-test jista’ jinqgasam fzewg stadji:

— Test tas-sejbien tal-medda, fil-kaz li ma jkunx hemm bizzejjed informazzjoni dwar it-tossicita disponibbli, li
fih il-mortalita u r-riproduzzjoni jkunu l-punti ta’ tmiem ewlenin ivvalutati wara gimghatejn ghal F.
fimetaria u 3 gimghat ghal F. candida.

— Test definittiv tar-riproduzzjoni li fih jigi vvalutat n-numru totali ta’ zghar prodotti mill-annimali genituri u
s-sopravivenza tal-annimali genituri. It-tul ta’ dan it-test definittiv huwa ta’ 3 gimghat ghal F. fimetaria jew 4
gimghat ghal F. candida.

L-effett tossiku tas-sustanza kimika tat-test fuq ir-rizultati tal-mortalita u tar-riproduzzjoni tal-adulti jinghata
bhala LC, u EC, billi d-dejta titqieghed fmudell xieraq permezz ta’ rigressjoni mhux lineari biex tigi stmata 1-
koncentrazzjoni li tikkaguna mortalita ta’ x % jew tnaqqis fir-rizultat tar-riproduzzjoni, rispettivament, jew
inkella bhala 1-valur NOEC/LOEC (9).
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INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA KIMIKA TAT-TEST

o Ll-koeffijent tal-
partizzjoni tal-ilma hamrija u l-pressjoni tal-fwar tas-sustanza kimika tat-test. Tajjeb li jkun hemm informazz-
joni addizzjonali dwar l-ezitu tas-sustanza kimika tat-test fil-hamrija, bhar-rati tal-fotolizi u idrolizi u d-
degradazzjoni bijotika. L-identifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test skont in-nomenklatura tal-TUPAC, in-
numru tas-CAS, il-lott, il-formula strutturali u l-purita ghandha tigi ddokumentata meta disponibbli.

7. Preferibbilment ghandhom ikunu maghrufa 1-karatteristici fizici, is-solubbilta fl-ilma, il-log K

8. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jista’ jintuza ghal sustanzi li jinhallu u dawk li ma jinhallux fl-ilma. Madankollu, il-
modalita ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ser tvarja skont il-kaz. Il-metodu ta’ ttestjar mhuwiex
applikabbli ghal sustanzi kimici volatili, jigifieri sustanzi kimici ghal liema I-kostant ta’ Henry jew il-koeffi¢jent
ta’ partizzjoni arjafilma huwa ikbar minn wiehed, jew is-sustanzi kimici ghal liema l-pressjoni tal-fwar tagbez
0,0133 Pa 25 °C.

VALIDITA TAT-TEST

9.  Ghandhom jigu ssodisfati l-kriterji li gejjin fil-kontrolli mhux ittrattati sabiex rizultat tat-test jitgies validu:
— Il-mortalita medja fl-adulti ma ghandhiex tagbez 1-20 % fi tmiem it-test;
— In-numru medju ta’ zghar ghal kull recipjent ghandu jkun tal-ingas 100 fi tmiem it-test;

— Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni kkalkolat ghan-numru ta’ zghar ghandu jkun inqas minn 30 % fi tmiem it-test
definittiv.

SUSTANZA KIMIKA TA’ REFERENZA

10. Sustanza kimika ta’ referenza ghandha tigi ttestjata fil-koncentrazzjoni EC;, taghha ghat-tip ta’ hamrija tat-test
maghzul fintervalli regolari jew inkella possibbilment inkluza fkull test sabiex jigi vverifikat li r-rispons tal-
organizmi tat-test fis-sistema tat-test gieghed fi hdan il-livell normali. Sustanza kimika ta’ referenza xierqa hija
acidu boriku, li ghandu jnaqqas ir-riproduzzjoni b’50 % (10 (11) fmadwar 100 mg/kg piz xott tal-hamrija
ghaz-zewg specijiet.

DESKRIZZJONI TAT-TEST
Recipjenti u taghmir tat-test

11. Kontenituri li jifilhu 30 g hamrija niedja huma recipjenti tat-test xierqa. Il-materjal ghandu jkun tal-hgieg jew
tal-plastik inerti (mhux tossiku). Madankollu, l-uzu ta’ kontenituri tal-plastik ghandu jigi evitat jekk I-
espozizzjoni ghas-sustanza kimika tat-test tonqos minhabba sorbiment. Ir-recipjenti tat-test ghandu jkollhom
zona trazversali li tippermetti sabiex il-fond propju tal-hamrija fir-recipjent tat-test ikun 2-4 cm. Ir-recipjenti
ghandu jkollhom ghotjien (ez. hgieg jew polietilen) imfaslin biex inaqqsu l-evaporazzjoni tal-ilma filwaqt li
jippermettu li jghaddu gassijiet bejn il-hamrija u l-atmosfera. Il-kontenitur ghandu jkun tal-ingas parzjalment
trasparenti biex ikun jista’ jghaddi d-dawl.

12. Huwa mehtieg taghmir normali tal-laboratorju, specifikament dawn li gejjin:
— armadju tat-tnixxif;
— sterjomikroskopju;
— metru tal-pH u metru tad-dawl;
— imwiezen precizi xierqa;
— taghmir adegwat ghall-kontroll tat-temperatura;

— taghmir adegwat ghall-kontroll tal-umdita (mhux essenzjali jekk ir-recipjenti tal-espozizzjoni ikunu
mghottija bl-ghotjien);

— inkubatur jew kamra zghira bit-temperatura kkontrollata;

— for¢ipi jew apparat tal-fluss tal-arja b'irdigh baxx.
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Thejjija tal-hamrija tat-test

13. Tintuza hamrija artifi¢jali mmodifikata (8) b’kontenut ta’ materja organika ta’ 5 %. Inkella tista’ tintuza hamrija
naturali, peress li l-hamrija artificjali ma tixbahx lil hamrija naturali. II-kompozizzjoni rrakkomandata tal-
hamrija artificjali hija kif gej (ibbazata fuq pizijiet nixfin, imnixxfin ghal piz kostanti £105 °C):

— 5 % pit ta’ sfanju, imnixxef bl-arja u mithun fin (dags ta’ partikola ta’ 2 + 1 mm huwa accettabbli);
— 20 % tafal tal-kawlina (kontenut ta’ kaolinit preferibbilment iktar minn 30 %);

— madwar 74 % ramel industrijali mnixxef bl-arja (skont l-ammont ta’ CaCO, mehtieg), prin¢ipalment ramel
irqiq b'aktar minn 50 % tal-frak bejn 50 u 200 mikron. L-ammont ezatt ta’ ramel jiddependi fuq l-ammont
ta’ CaCO, (ara hawn taht), flimkien ghandhom jaghmlu 75 %.

— 1,0 % karbonat tal-kal¢ju (CaCO,, polverizzat, grad analitiku) biex jinkiseb pH ta’ 6,0 £ 0,5; l-ammont ta’
karbonat tal-kal¢ju li ghandu jizdied jiddependi princ¢ipalment fuq il-kwalita/natura tal-pit (ara Nota 1).

Nota 1: L-ammont ta’ CaCO, mehtieg ser ikun jiddependi mill-komponenti tas-substrat tal-hamrija u ghandu
jigi stabbilit billi titkejjel il-pH tas-subkampjuni tal-hamrija niedja preinkubata ezatt qabel it-test.

Nota 2: Huwa rrakkomandat li titkejjel il-pH u jistghu jitkejlu wkoll il-proprozjon C|N, il-Kapacita ta’ Skambju
ta’ Katjoni (CEC) u l-kontenut ta’ materja organika tal-hamrija sabiex tkun tista’ ssir normalizzazzjoni fi stadju
iktar tard u jigu interpretati ahjar ir-rizultati.

Nota 3: Jekk mehtieg, ez. ghal skopijiet specifici ta’ ttestjar, hamrija naturali minn siti mhux imniggsin jistghu
jservu ta’ test ufjew substrat tal-koltura wkoll. Madankollu, jekk tintuza hamrija naturali, ghandha tigi kkaratte-
rizzata tal-ingas skont l-origini (sit ta’ gbir), il-pH, is-sawra (distribuzzjoni tad-dags tal-partikoli), is-CEC u I-
kontenut ta’ materja organika u ghandha tkun hielsa minn kwalunkwe kontaminazzjoni. Ghal hamrija naturali
huwa rakkomandat li tintwera l-adegwatezza taghha ghal test u ghall-ilhuq tal-kriterji ta’ validita tat-test qabel
ma tintuza l-hamrija ftest definittiv.

14. Il-kostitwenti nixfin tal-hamrija huma mhalltin sew (ez. fhallat tal-laboratorju fuq skala kbira). Il-kapjenza
massima tal-ilma (WHC) tal-hamrija artifijali hija stabbilita skont il-proceduri deskritti fl-Appendici 5. Il-
kontenut ta’ umdita tal-hamrija tal-ittestjar ghandu jigi ottimizzat sabiex tinkiseb struttura tal-hamrija poruza
laxka li tippermetti sabiex il-kollembolani jidhlu fil-pori. Normalment, dan uwa bejn 40-60 % tad-WHC
massima.

15. I-hamrija artifi¢jali niexfa tixxarrab minn gabel billi jizdied bizzejjed ilma dejonizzat biex jinkiseb madwar nofs
il-kontenut finali ta’ ilma 2-7 jjiem qabel jibda t-test, sabiex tigi ekwilibrata/stabbilizzata l-acidita. Sabiex tigi
stabbilita pH, tintuza tahlita ta’ hamrija u soluzzjoni ta’ 1 M klorur tal-potassju (KCI) jew 0,01 M klorur tal-
kal¢ju (CaCl,) fi proporzjon ta’ 1:5 (skont I-Appendici 6). Jekk il-hamrija hija iktar aciduza mill-medda
mehtiega, tista’ tigi aggustata billi jizdied ammont xiearq ta’ CaCO,. Jekk il-hamrija hija alkalina wisq, tista’ tigi
aggustata billi jizdied acidu inorganiku li ma jaghmilx hsara lill-kollembolani.

16. I-hamrija mxarrba minn gabel tingasam fporzjonijiet li jagblu man-numru ta’ koncentrazzjonijiet tat-test (u s-
sustanza kimika ta’ referenza fejn xieraq) u l-kontrolli uzati ghat-test. Jiddahhlu s-sustanzi kimici tat-test u jigi
rregolat il-kontenut ta’ ilma skont il-paragrafu 24.

Ghazla u thejjija tal-annimali tat-test

17. I-partenogenetika F. candida hija l-ispeci rrakkomandata, peress li fir-ring testing tal-metodu ta’ ttestjar (11), din
l-ispeci ssodisfat il-kriterji ta’ validita ghas-sopravivenza hafna iktar mill-F. fimetaria. Jekk tintuza speci ohra, din
trid tissodisfa l-kriterji ta’ validita spjegati fil-paragrafu 9. Fil-bidu tat-test, l-annimali ghandhom ikunu
mitmughin sew u jkollhom eta ta’ bejn 23-26 jum ghal F. fimetaria u 9-12-il jum ghal F. candida. Ghal kull
irreplikat, in-numru ta’ F. fimetaria ghandu jkun ta’ 10 irgiel u 10 nisa, u ghal F. candida ghandhom jintuzaw 10
nisa (ara l-Appendi¢i 2 u l-Appendic¢i 3). L-annimali sinkronici jinghazlu ghal gharrieda mid-dixxijiet u I-
kundizzjoni tas-sahha u fizika taghhom tigi vverifikata ghal kull lott imdahhal firreplikat. Kull grupp ta’
10/20 individwu jiddahhal fkontenitur tat-test maghzul ghal gharrieda u jinghazlu n-nisa l-kbar tal-F. fimetaria
sabiex tigi zgurata distinzjoni xierqa mill-F. fimetaria rgiel.
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Thejjija tal-koncentrazzjonijiet tat-test

18. Jistghu jintuzaw erba’ metodi ta’ applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test: 1) tahlit tas-sustanza kimika tat-test
fil-hamrija bl-ilma bhala trasportatur, 2) tahlit tas-sustanza kimika tat-test fil-hamrija b’solvent organiku bhala
trasportatur, 3) tahlit tas-sustanza kimika tat-test fil-hamrija bir-ramel bhala trasportatur, jew 4) applikazzjoni
tas-sustanza kimika tat-test fuq wic¢ il-hamrija. L-ghazla tal-metodu xieraq jiddependi mill-karatteristika tas-
sustanza kimika u l-iskop tat-test. B'mod generali, huwa rrakkomandat it-tahlit tas-sustanza kimika tat-test fil-
hamrija. Madankollu, jistghu jkunu mehtiega proceduri ta’ applikazzjoni li huma konsistenti mal-uzu prattiku
tas-sustanza kimika tat-test (ez. sprejjar tal-formulazzjoni likwida jew l-uzu ta’ formulazzjonijiet ta’ pesticidi
specjali bhal béejjec zghar jew tlestija taz-zerriegha). Il-hamrija tigi ttrattata qabel ma jiddahhlu l-kollembolani,
hlief meta s-sustanza kimika tat-test tiddahhal fwic¢ il-hamrija, il-kollembolani ghandhom jithallew jidhlu fil-
hamrija.

Sustanza kimika tat-test li tinhall fl-ilma

19. Soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test tithejja filma dejonizzat fi kwantita bizzejjed ghall-irreplikati kollha ta’
koncentrazzjoni wahda tat-test. Kull soluzzjoni tas-sustanza kimika tat-test tithallat sew ma’ lott hamrija
mxarrba minn qabel gabel ma tiddahhal fir-recipjent tat-test.

Sustanza kimika tat-test li ma tinhallx fl-ilma

20. Ghal sustanzi kimic¢i i ma jinhallux fl-ilma, izda jinhallu fsolventi organici, is-sustanza kimika tat-test tista’
tinhall fl-izghar volum possibbli ta’ solvent xieraq (ez. acetun) li xorta wahda jizgura tahlit xieraq tas-sustanza
kimika fil-hamrija u tithallat ma’ porzjon tar-ramel kwarzuz mehtieg. Ghandhom jintuzaw solventi volatili biss.
Meta jintuza solvent organiku, il-koncentrazzjonijiet kollha tat-test u kontroll addizzjonali negattiv bis-solvent
ghandu jkun fihom l-istess ammont minimu tas-solvent. Il-kontenituri tal-applikazzjoni ghandhom jithallew
mikxufin ghal ¢ertu perjodu biex is-solvent assocjat mal-applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test ikun jista’
jevapora, u jigi zgurat li ma ssir ebda dissipazzjoni tas-sustanza kimika tul dan iz-zmien.

Sustanza kimika tat-test li bilkemm tinhall fl-ilma u fsolventi organici

21. Ghal sustanzi kimici li bilkemm jinhallu fl-ilma u fsolventi organici, ir-ramel kwarzuz, li ghandu jkun parti
mir-ramel totali mdahhal fil-hamrija, jithallat mal-kwantita tas-sustanza kimika tat-test sabiex tinkiseb il-
koncentrazzjoni mixtieqa tat-test. Din it-tahlita ta’ ramel kwarzuz u sustanza kimika tat-test tiddahhal fil-
hamrija mxarrba minn qabel u tithallat sew wara li jiddahhal ammont xieraq ta’ ilma dejonizzat sabiex jinkiseb
il-kontenut mehtieg ta’ umdita. It-tahlita finali tinqasam bejn ir-recipjenti tat-test. Il-procedura tigi ripetuta ghal
kull koncentrazzjoni tat-test u jithejja kontroll xieraq ukoll.

Applikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fuq wicc il-hamrija

22. Meta s-sustanza kimika tat-test tkun pesticida, jista’ jkun xieraq li tigi applikata fuq wic¢ il-hamrija billi tigi
sprejjata. Il-hamrija tigi ttrattata wara li jizdiedu l-kollembolani. L-ewwel il-kontenituri tat-test jimtlew bis-
substrat tal-hamrija mxarrba, jiddahhlu l-annimali u mbaghad jintiznu l-kontenituri tat-test. Sabiex tigi evitata
kwalunkwe espozizzjoni diretta tal-annimali ghas-sustanza kimika tat-test permezz ta’ kuntatt dirett, is-sustanza
kimika tat-test tigi applikata tal-inqas nofs siegha wara li jizdiedu |-Kollembola. Is-sustanza kimika tat-test
ghandha tigi applikata fuq wic¢ il-hamrija b’'mod imgassam tajjeb kemm jista’ jkun bl-uzu ta’ apparat xieraq li
jisprejja fuq skala tal-laboratorju li jkun jixbah l-applikazzjoni bi sprej fl-ghelieqi. L-applikazzjo