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(Atti adottati skont it-Trattati tal-KE/Euratom li I-pubblikazzjoni taghhom hija obbligatorja)
REGOLAMENTI
REGOLAMENT TAL-KUMMISSJONI (KE) Nru 761/2009
tat-23 ta’ Lulju 2009
li jemenda, bil-ghan li jkun adatt ghall-progress tekniku, ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 li
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 kimici
(REACH)
(Test b’relevanza ghaz-ZEE)
IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPEJ, (3)  Id-dispozizzjonijiet  relatati mal-pressjoni  tal-fwar

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi I-Komuita 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 kimici (REACH), li jistabbilixxi Agenzija Ewropea
ghas-Sustanzi Kimici, li jemenda d-Direttiva 1999/45/KE u li jhas-
sar ir-Regolament tal-Kunsill (KEE) Nru 793/93 u r-Regolament
tal-Kummissjoni (KE) Nru 148894 kif ukoll id-Direttiva tal-
Kunsill 76/769/KEE u d-Direttivi tal-Kummissjoni 91/155/KEE,
93/67/KEE, 93/105/KE u 2000/21/KE (*), u b'mod partikolari
l-Artikolu 13(3) tieghu,

Billi:

(1) Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 440/2008 ()
isemmi l-metodi ta’ ttestjar li jintuzaw biex jigu ddetermi-
nati I-proprjetajiet fizikokimici, it-tossicita u l-ekotossicita
ta’ sustanzi li ghandhom jigu applikati ghall-finijiet tar-
Regolament (KE) Nru 1907/2006.

(2)  Ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 jehtieg li jigi aggornat
biex jinkludi tibdil li sar fcerti metodi ta’ ttestjar u biex
jinkludi diversi metodi godda ta’ ttestjar li gew adottati
mill-OECD. Il-partijiet interessati gew ikkonsultati dwar
din il-proposta. L-emendi msemmija jadattaw il-metodi in
kwistjoni ghall-progress xjentifiku u tekniku.

(1) GUL 396, 30.12.2006, p. 1.
(®) GUL 142, 31.5.2008, p. 1.

ghandhom jigu riveduti biex jinkludu l-metodu gdid ta’
effuzjoni.

(4)  Jehtieg li jizdied metodu gdid ta’ kif jitkejjel id-dijametru
medju geometriku tal-fibri pezat skont it-tul taghhom.

(5)  Huwa xieraq li r-Regolament (KE) Nru 440/2008 jigi
aggornat biex jinkludi, bi prijorita, metodu ¢did ta’ ttestjar
in vitro ghall-irritazzjoni tal-gilda, biex jitnaqqas l-ghadd ta’
annimali li jintuzaw ghal ghanijiet sperimentali,
fkonformita mad-Direttiva tal-Kunsill Nru 86/609/KEE tal-
24 ta’ Novembru 1986 dwar l-approssimazzjoni tal-ligijiet,
regolamenti u dispozizzjonijiet amministrattivi tal-Istati
Membri dwar il-protezzjoni tal-annimali uzati ghal
ghanijiet sperimentali u ghanijiet ohra xjentifici (*). Min-
kejja li fl-ambitu tal-OECD ghadha qed issir diskussjoni
dwar abbozz ta’ metodu ta’ ttestjar in vitro, ghal dan il-kaz
eccezzjonali jixraq li fdan ir-Regolament jiddahhal
il-metodu B46. Il-Metodu B 46 ghandu jigi aggornat mill-
aktar fis possibbli hekk kif jintlahaq ftehim fi hdan I-OECD
jew fkaz li ssir disponibbli aktar informazzjoni li tiggusti-
fika tali revizjoni.

(6)  Id-dispozizzjonijiet relatati mat-test tal-inibizzjoni tat-
tkabbir ta’ algi jehtieg li jigu riveduti biex jinkludu specijiet
addizzjonali u biex jissodisfaw ir-rekwiziti ghall-
evalwazzjoni tal-perikli u I-klassifikazzjoni tas-sustanzi
kimici.

(7)  Jehtieg li jizdied metodu gdid ta’ kif titkejjel
il-mineralizzazzjoni aerobika filmijiet superficjali, permezz
ta’ test ta’ simulazzjoni tal-bijodegradazzjoni u metodu
¢did ta’ evalwazzjoni tat-tossicita ghall-generu Lemna,
permezz ta’ test tal-inibizzjoni tat-tkabbir.

() GUL 358, 18.12.1986, p. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:MT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:MT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 ghandu ghalhekk jigi (b) Jizdied il-Kapitolu A.22 kif stabbilit fl-Anness II ghal dan
emendat skont dan. ir-Regolament.
(99 I-mizuri stipulati fdan ir-Regolament huma skont (2) Tl-Parti B tigi emendata kif gej:
l-opinjoni tal-Kumitat stabbilit skont 1-Artikolu 133 tar-
Regolament (KE) Nru 1907/2006, Jizdied il-Kapitolu B.46, kif stipulat fl-Anness III ghal dan
ir-Regolament..
ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT: (3) I-Parti C tigi emendata kif gej:
. (a) I-Kapitolu C.3 jinbidel bil-Kapitolu C.3 kif stabbilit
Artikolu 1 fl-Anness IV ghal dan ir-Regolament.
L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008 jigi emendat kif (b) Jizdiedu 1-Kapitoli C.25 u C.26 kif stabbiliti fl-Annessi V
gej: u VI ghal dan ir-Regolament.
(1) Il-Parti A tigi emendata kif gej: Artikolu 2
(a) il-Kapitolu A.4 jinbidel bil-Kapitolu A.4 kif stabbilit Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fit-tielet jum mill-
fl-Anness I ghal dan ir-Regolament; pubblikazzjoni tieghu £1I-Gurnal Uffigjali tal-Unjoni Ewropea.

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

Maghmul fi Brussell, it-23 ta’ Lulju 2009.

Ghall-Kummissjoni
Stavros DIMAS
Membru tal-Kummissjoni
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ANNESS 1

A.4. PRESSJONI TA’ FWAR

1. METODU

Dan il-metodu huwa ekwivalenti ghall-OECD TG 104 (2004).

1.1. INTORDUZZJONI

Din il-verzjoni riveduta ta’ metodu A 4 (1) tinkludi metodu addizzjonali, Metodu ta’ effuzjoni: termogravimetrija
izotermali, mahsuba ghal sustanzi kimici bi pressjonijiet baxxi hafna (sa 107'° Pa). Fid-dawl ta’ bzonnijiet ghal
proceduri, spe¢jalment relati mal-kisba ta’ pressjoni ta’ fwar ghal sustanzi bi pressjoni baxxa ta’ fwar, proceduri ohra
ta’ dan il-metodu huma vvalutati mill-gdid b’konnessjoni ma’ sensiliet ohra ta’ applikabilita.

Fl-ekwilibriju termodinamiku l-pressjoni ta’ fwar ta’ sustanza pura hija -funzjoni ta’ temperatura biss. Il-prin¢ipji
fundamentali huma deskritti x'imkien iehor (2)(3).

L-ebda procedura ta’ kejl wahidha hija applikabbli ghas-sensicla shiha ta’ pressjonijiet ta’ fwar minn inqas minn
107'° ghal 10° Pa. Tmien metodi biex titkejjel il-pressjoni ta’ fwar huma inkluzi fdan il-metodu li jista’ jigi appli-
kat fsensiliet differenti ta’ pressjoni ta’ fwar. Il-metodi varji huma paragunati rigward l-applikazzjoni u s-sensiela
ta’ kejl £ Tabella 1. Il-metodi jistghu jigu applikati biss ghal komposti li ma jinhallux fil-kundizzjonijiet tat-test.
Fkazijiet fejn il-metodi esperimentali ma jistghux jigu applikati minhabba ragunijiet teknici, il-pressjoni ta’ fwar
tista’ tigi stmata, u metodu ta’ stima rrikmandat huwa spjegat fl-Appendici.

1.2. DEFINIZZJONJJIET U UNITAJIET
[l-pressjoni ta’ fwar ta’ sustanza hija definita bhala I-pressjoni ta’ saturazzjoni fuq sustanza solida jew likwida.

L-unita SI ta’ pressjoni, li hija I-pascal (Pa), ghandha tigi uzata. Unita ohrajn li gew uzati storikament se jinghataw
hawn taht, flimkien mal-fatturi ta’ konverzjoni taghhom:

1 Torr = 1 mm Hg =1,333 x 102 Pa
1 atmosphere = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10’ Pa

L-unita SI ta’ temperatura hija l-kelvin (K). Il-konverzjoni ta’ gradi Celsius ghal kelvin hija skont il-formula:

T=t+273,15

fejn, T hija I-Kelvin jew temperatura termodinamika u t hija t-temperatura Celsius

Tabella 1
Sustanzi . IR .
Metodu ta’ kejl Ripetibbilta stmata Riproducibbilita Sensicla
Solid Liquid stmata rakkomandata
Metodu dinamiku Jinhall Iva sa 25 % sa 25 % 10° Pasa
malajr 1sa5% 1sa5% 2%¥10° Pa
2%10° Pa sa
10° Pa
Metodu statiku Iva Iva 5sa10% 5sa10% 10 Pasa 10° Pa
102 Pasa
10° Pa (1)
Metodu izoteniskopju Iva Iva 5sa10% 55210 % 102 Pa sa 10° Pa
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1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Sustanzi . IR .
Metodu ta’ kejl Ripetibbilta stmata Riproducibbilita klienswle:i
Solid L1qu1d stmata rakkomandata

Metodu ta’ effuzjoni: Iva Iva 55220 % sa 50 % 107°sa1Pa
bilan¢ ta’ pressjoni ta’
fwar
Metodu ta’ effuzjoni: Iva Iva 10 sa 30 % — 10%sa 1P
Cellula Knudsen
Metodu ta’ effuzjoni: Iva Iva 5sa30% sa 50 % 107'%sa 1 Pa
termogravimetrija
izotermali
Metodu ta’ Iva Iva 10 sa 30 % sa 50 % 107'%5a 10’ Pa
saturazzjoni ta’ gass
Metodu ta’ dawwar Iva Iva 10 sa 20 % — 107*sa 0.5 Pa
jdur fuqu nnifsu

() Meta tuga capacitance manometer

PRINCIPJU TAT-TEST

Generalment, il-pressjoni ta’ fwar hija determinata ftemperaturi varji. Fsensiela ta’ temperatura limitata,
il-logaritmu tal-pressjoni ta’ fwar ta’ sustanza pura hija funzjoni lineari tal-invers tat-temperatura termodinamika
skont I-ekwazzjoni Clapeyron-Clausius simplifikata.

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

fejn:

p = huwa l-pressjoni ta’ fwar fpascals

AHv = is-shana ta’ vaporizzazzjoni f] mol™

R = il-kostanti universali ta’ gass, 8,314 ] mol™' K™

T = it-temperatura fK

SUSTANZI TA’ REFERENZA

Sustanzi ta’ referenza ma ghandhomx ghalfejn jigu uzati. Huma utli primarjament biex jigi ¢cekjat ir-rendiment ta’
metodu minn zmien ghall-iechor u kif ukoll biex jippermetti paragun bejn rizultati ta’ metodi differenti.

DESKRIZZJONI TAL-METODU

Metodu dinamiku (Metodu ta’ Cottrell)

Principju

Il-pressjoni ta’ fwar hija determinata billi titkejjel it-temperatura ta’ toghlija tas-sustanzi fpressjonijiet varji speci-
fikati bejn wiehed u ichor 10° u 10° Pa. Dan il-metodu huwa wkoll irrikmandat ghad-determinazzjoni tat-
temperatura ta’ toghlija. Ghal dak I-ghan huwa utli sa 600K. It-temperaturi ta’ toghlija ta’ likwidi huma ¢irka 0,1 °C
oghla ffond ta’ 3 sa 4 ¢m milli fil-wic¢ minhabba pressjoni idrostatika tal-kolonna ta’ likwidu. Fil-metodu
Cottrell (4) it-termometru huwa mgqieghed fil-fwar fuq il-wic¢ tal-likwidu u -likwidu jaghli jigi mgieghel jippompja
lilu nnifsu kontinwament fuq il-bozza tat-termometru. Saff irqiq ta’ likwidu li hu fekwilibrju mal-fwar fi pressjoni
atmosferika jghatti I-bozza. It-termometru ghalhekk jaqra l-punt ta’ toghlija veru, minghajr zbalji kkagunati minn
pressjoni ta’ shana eccessiva u pressjoni idrostatika. Il-pompa li originarjament kienet uzata minn Cottrell hija
murija fil-figura 1. Tubu A jkun fih il-likwidu jaghli. Fil ta’ platinu B issigillat fil-qiegh jghin toghlija uniformi.
It-tubu tal-genb C jaghti ghal kondensatur, u l-ghant D jipprevjeni I-kondensat kiesah milli jilhaq it-termometru E.
Meta l-likwidu A jkun jaghli, bziezaq u likwidu magbuda mil-lenbut jigu mferra’ miz-zewg idejn tal-pompa F fuq
il-bozza tat-termometru.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

Figura 1 Figura 2

N2 source

Pompa ta’ Cottrell (4)

Akkopjament termiku
Volum ta’ buffer ta’ vojt
Arlogg ta’ pressjoni

Vojt

Punt ta’ kejl

Element li jsahhan ca. 150 W

T Hm Y9N T >

Apparat

Apparat maghmul b'reqqa kbira, li juza l-principju Cottrell, huwa muri fil-figura 2. Jikkonsisti ftubu b’sezzjoni ta’
toghlija fil-parti l-iktar baxxa, apparat li jkessah fil-parti tan-nofs, u ftuh u xifer fil-parti iktar 'il fuq. Il-pompa
Cottrell hija mqieghda fis-sezzjoni ta’ toghlija li hija msahhna permezz ta’ cartridge elettriku. It-temperatura hija
mkejla b'akkopjament termiku mghotti b'materjal i jifred, jew termometru ta’ rezistenza li jidhol minn max-xifer
ta’ fuq. [-ftuh huwa mwahhal mas-sistema ta’ regolazzjoni ta’ pressjoni. Dan tal-ahhar jikkonsisti fpompa ta’ vojt,
volum ta’ buffer, manostat biex jerhi n-nitrogenu jidhol sabiex tigi regolata l-pressjoni u manometru.

Procedura

Is-sustanza hija mqieghda fis-sezzjoni ta’ toghlija. Jistghu jinholqu problemi rigward solidi li mhumiex trab izda
dawn jistghu xi kultant jissolvew billi jissahhan il-materjal ta” kesha li jghatti. L-apparat huwa issigillat fix-xifer u
jitnehha l-gass mis-sustanza. Sustanzi li jipproducu raghwa ma jistghux jigu mkejla b'dan il-metodu.

L-iktar pressjoni baxxa mixtieqa hija mbaghad issettjata u s-sistema ta’ shana hija mixghula. Fl-istess hin, is-sensur
tat-temperatura huwa mwahhal ma’ registratur.

Ekwilibriju jintlahaq meta temperatura kostanti ta’ toghlija hija rregistrata waqt pressjoni kostanti. Irid ikun hemm
attenzjoni partikolari biex jigu evitati skossi waqt it-toghlija. Barra minn hekk, kondensazzjoni shiha trid issehh
fuq l-element li jkessah. Meta tkun qed tigi ddeterminata l-pressjoni ta’ fwar ta’ solidi li jinhallu b'mod baxx,
ghandha tinghata attenzjoni biex il-kondensatur ma’ jithalliex jehel.

Wara li jigi rregistrat dan il-punt ta’ ekwilibrju, pressjoni oghla tigi ssettjata. ll-process ikompli b’dan il-mod
sakemm tintlahaq 10° Pa (¢irka 5 sa 10 punti ta’ kejl b’kollox). Bhala kontroll, punti ta’ ekwilibriju ghandhom jigu
ripetuti bi pressjonijiet ingas.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Metodu statiku

Principju

Fil-metodu statiku (5), il-pressjoni ta’ fwar fekwilibriju termodinamiku hija determinata ftemperatura specifika.
Dan il-metodu huwa xieraq ghal sustanzi u likwidi u solidi multikomponenti fis-sensiela minn 107" sa 10° u, jekk
ikun hemm attenzjoni, anki fis-sensiela 1 sa 10 Pa.

Apparat

It-taghmir jikkonsisti fbanju b'temperatura kostanti (precizjoni ta’ + 0,2 K), kontenitur ghall-kampjun imwahhal
ma’ fil ta’ vojt, manometru u sistema li tirregola I-pressjoni. [l-kamra tal-kampjun (figura 3a) hija mwahhla mal-fil
ta’ vojt permezz ta’ valvola u manometru differenzjali (Tubu U i fih likwidu xieraq tal-manometru) li jservi bhala
indikatur ta’ zero. Merkurju, silikoni u ftalati huma tajbin ghal uzu fil-manometru differenzjali, izda dan jiddependi
fuq is-sensiela ta’ pressjoni u l-mgiba kimika tas-sustanza tat-test. Madankollu, minhabba bezghat ta’ natura
ambjentali, l-uzu ta’ merkurju ghandu jigi evitat, jekk possibbli. Is-sustanza tat-test ma ghandiex tinhall notevol-
ment gol-likwidu tat-tubu U, jew taghmel reazzjoni mieghu. Arlogg ta’ pressjoni jista’ jintuza minflok tubu U
(figura 3b). Ghall-manometru, jista’ jintuza l-merkurju fis-sensiela minn pressjoni normali Tisfel sa 102 Pa, waqt li
likwidi u ftalati ta’ silikon huma tajbin ghal uzu taht 10? Pa T isfel sa 10 Pa. Hemm arloggi ta’ pressjoni ohrajn li
jistghu jintuzaw taht 102 Pa u manometri ta’ kapacita ta’ membrana i tissahhan jistghu anki jigu uzati taht 10~ Pa.
It-temperatura hija mkejla fuq il-hajt ta’ barra tal-kontenitur li jkun fih il-kampjun jew fil-kontenitur innifsu.

Procedura

Billi tuza l-apparat kif deskritt fil-figura 3a, imla t-tubu U bil-likwidu maghzul, li minnu jrid jitnehha I-gass
ftemperatura gholja qabel ma jittiehdu l-valuri. Is-sustanza tat-test titqieghed fit-taghmir u minnha jitnehha l-gass
ftemperatura mnaqgsa. Fkaz ta’ kampjun b’komponent multiplu, it-temperatura trid tkun baxxa bizzejjed biex tiz-
gura li -kompozizzjoni tal-materjal ma tinbidilx. L-ekwilibriju jista’ jintlahaq iktar malajr billi thawwad il-kampjun.
Il-kampjun jista’ jigi mkessah b'nitrogenu likwidu jew silg niexef, izda ghandha tinghata attenzjoni sabiex tigi evi-
tata l-kondensazzjoni tal-arja jew tal-likwidu tal-pompa. Bil-valvola fuq il-kontenitur kampjun miftuha, ghandha
tigi applikata aspirazzjoni ghal ftit minuti sabiex titnehha l-arja. Jekk ikun necessarju, I-operazzjoni ta’ tnehhija ta’
gass tigi ripetuta ghal diversi drabi.

Figura 3a Figura 3b

: Test substance 7

: Vapour phase

: High vacuum valve

: U-tube (auxiliary
manometer)

: Pressure indicator

: Temperature bath

BwW RN =

a»

i Test substance
7: Temperglure Vapour phase
measuring High vacuum valve
device

Pressure gauge
Pressure indicator
Temperature bath
Temperature
measuring device

8: To vacuum pump
9: Ventilation/nitrogen

NoakRON =2
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Meta I-kampjun jigi msahhan bil-valvola maghluqa, il-pressjoni tal-fwar tizdied. Dan jibdel l-ekwilibriju tal-likwidu
fit-tubu U. Sabiex jaghmel tajjeb ghal dan, nitrogenu jew arja jiddahhal/tiddahhal fit-taghmir sakemm l-indikatur
ta’ pressjoni differenzjali jerga’ jigi zero. Il-pressjoni mehtiega ghal dan tista’ tingara mill-manometru jew minn
ghodda ta’ precizjoni ikbar. Din il-pressjoni tagbel mal-pressjoni ta’ fwar tas-sustanza fit-temperatura tal-kejl. Billi
tuza l-apparat deskritt fil-figura 3 b, il-pressjoni ta’ fwar tinqara direttament.

Il-pressjoni ta’ fwar hija determinata fintervalli ta’ temperaturi konvenjentement zghar (¢irka 5 sa 10 punti ta’ kejl
bkollox) sal-massimu tat-temperatura mixtieqa.

Indikazzjonijiet ftemperatura baxxa ghandhom jigu ripetuti bhala kontroll. Jekk il-valuri migjuba mill-
indikazzjonijiet ripetuti ma jagblux mal-kurva li tindika temperatura ghola, dan jista’ jkun minhabba wahda minn
dawn is-sitwazzjonijiet li gejjin:

i)  il-kampjun ghad fih l-arja (ez fil-kaz ta’ materjali viskuzi hafna) jew sustanzi b’toghlija baxxa li johorgu waqt
li jkun qed jigi msahhan;

ii) is-sustanza tkun suggetta ghal reazzjoni kimika fis-sensiela ta’ temperaturi mistharrga (ez dekompozizzjoni,
polimerizzazzjoni).

Metodu ta’ [Zoteniskopju

Principju

L-izoteniskopju (6) hu bbazat fuq il-principju tal-metodu statiku. ll-metodu jinvolvi li tpoggi kampjun fbozza miz-
muma ftemperatura kostanti u mwahhla ma’ manometru u pompa ta’ vojt. Impuritajiet iktar volatili mis-sustanza
huma mnehhija billi jitnehha I-gass fi pressjoni imnaqgsa. Il-pressjoni ta’ fwar tal-kampjun ftemperaturi maghzula
hija bilancjata bi pressjoni maghrufa ta’ gass li ma jaghmilx reazzjoni. L-izoteniskopju kien zviluppat biex ikejjel
il-pressjoni ta’ fwar ta’ certi idrokarboni likwidi izda hija adegwata ghall-investigazzjoni ta’ solidi wkoll. Il-metodu
ma huwiex generalment xieraq ghal sistemi b'iktar minn komponent wiehed. Ir-rizultati huma suggetti biss ghal
zbalji zghar fkaz ta’ kampjuni ta’ impuritajiet mhux volatili. Is-sensiela rrikmandata hija 10* sa 10° Pa.

Apparat

Ezempju ta’ taghmir ta’ kejl huwa muri fil-figura 4. Deskrizzjoni shiha tinsab fASTM D 2879-86 (6).

Procedura

Fil-kaz ta’ likwidi, is-sustanza nnifisha sservi bhala I-likwidu fil-manometru differenzjali. Kwantita tal-likwidu, biz-
zejjed biex timla -bozza u l-igsar sieq tal-manometru, hija mqieghda fuq l-izoteniskopju. L-izoteniskopju huwa
mwahhal ma’ sistema ta’ vojt u mbattal, imbaghad mimli bin-nitrogenu. It-tbattil u t-tisfija tas-sistema huma ripe-
tuti darbtjen biex jitnehha l-ossignu li jifdal. L-izoteniskopju mimli huwa mqieghed fpozizzjoni orizzontali sabiex
il-kampjun jinxtered u jifforma saff irqieq fil-bozza tal-kampjun u manometru. Il-pressjoni tas-sistema titnagqas
ghal 133 Pa u I-kampjun huwa msahhan bil-mod sakemm jaghli (tnehhija ta’ gassijiet mahlula). L-izoteniskpju
huwa mbaghad imgieghed b’¢certu mod li I-kampjun jirritorna lejn il-bozza u jimla s-sieq il-qasira tal-manometru.
Il-pressjoni tinzamm 133 Pa. Il-qarnuna mahruga 'l barra tal-bozza tal-kampjun hija msahhna bi fjamma zghira
sakemm il-fwar tal-kampjun li johrog jespandi bizzejjed b'mod li jharrek parti mill-kampjun mill-parti l-iktar 1 fuq
tal-bozza u id tal-manometru u jgieghda fil-manometru, waqt li johloq spazzju mimli bil-fwar u hieles minn
nitrogenu. L-izoteniskopju huwa mbaghad imqieghed fbanju b’temperatura kostanti, u l-pressjoni tan-nitrogenu
hija aggustata sakemm tigi daqgs dik tal-kampjun. Fl-ekwilibriju, il-pressjoni tan-nitrogenu tigi daqs dik tal-fwar
tas-sustanza.
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Figura 4
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Fkaz ta’ solidi, u jiddependi fuq is-sensiliet ta’ pressjoni u temperatura, likwidi tal-manometru bhal likwidi u ftalati
ta’ silikon huma uzati. ll-likwidu ta’ manometru bla gass huwa mqieghed gol-bicca mahruga l-barra fuq 1-id it-twila
tal-izoteniskopju. Imbaghad is-solidu li se jigi mistharreg jitqieghed fil-bozza ta’ kampjun u minnu jitnehha l-gass
ftemperatura gholja. Wara dak, l-izoteniskopju jigi mmejjel sabiex il-likwidu ta’ manometru jkun jista’ jidhol fit-
tubu U.

Metodu ta’ effuzjoni: bilan¢ ta’ pressjoni ta’ fwar (7)
Principju

Kampjun tas-sustanza tat-test jigi msahhan fforn zghir u mqieghed fvazett forma ta’ qampiena (bell jar) mbattal.
II-forn huwa mghotti b’ghatu li fih toqob zghar ta’ dijametri maghrufa. Il-fwar tas-sustanza, li johrog minn wahda
mit-toqob, huwa mmexxi ghal fuq plattina ta’ miZien sensittiv hafna li huwa wkoll maghluq fil-vazett forma ta’
gampiena. Fxi dizinni l-plattina tal-mizien hija mdawwra b’kaxxa li tkessah li tipprovdi hrug ta’ shana 'l barra
permezz ta’ konduzzjoni termika, u hija mkessha b'radjazzjoni sabiex il-fwar li johrog jikkondensa fugha.
I[I-momentum tal-merzuq ta’ fwar jahdem bhala forza fuq il-mizien. Il-pressjoni ta’ fwar tista’ tigi b’zewg modi:
direttament mill-forza fuq il-plattina tal-mizien u wkoll mir-rata ta’ evaporazzjoni li tuza l-ekwazzjoni Hertz-

Knudsen (2):
3
2nRT x 10
=\ ——
P M

= rata ta’ evaporazzjoni (kg s™' m™?)

= massa molari (g mol ™)

G
M
T = temperatura (K)
R = kostanti universali ta’ gass (J mol™ K™')
p

= pressjoni ta’ fwar (Pa)

Is-sensiela rrikmandata hija minn 107 sa 1 Pa.
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1.5.4.2. Apparat

[l-principju generali tal-apparat huwa muri fil-figura 5.

Figura 5
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A: Sett ta’ bazi F: Kaxxa li tkessah u lasta Ii tkessah
B:  Ghodda bi spirall jimxi G: Forn evaporatur

C: Vazett forma ta’ qampiena H: Kunjett Dewar b'nitrogenu likwidu
D:  Mizien bi plattina . Kejl ta’ temperatura ta’ kampjun
E:  Dispozittiv li jkejjel il-vojt J: Sustanza tat-test

1.5.5. Metodu ta’ effuzjoni: Cellula Knudsen

1.5.5.1. Principju

Dan il-metodu huwa bbazat fuq stima tal-massa tas-sustanza tat-test hierga 1 barra ghal kull unita ta’ hin ta’ ¢ellula
Knudsen (8) fforma ta’ fwar, minn togba zghira hafna fkundizzjonijiet estremi ta’ vojt. [l-massa ta’ fwar li hareg
tista’ tinstab jew billi jigi ddeterminat it-telf tal-massa tac-cellula jew billi jigi kkondensat il-fwar ftemperatura baxxa
u jigi ddeterminat l-ammont ta’ sustanza volatilizzata permezz ta’ kromatografija. ll-pressjoni ta’ fwar hija kkal-
kulata billi tigi applikata r-relazzjoni ta’ Hertz-Knudsen (ara t-tagsima 1.5.4.1) ma’ fatturi korrettivi li jiddependu

fuq il-parametri tal-apparat (9). Is-sensiela rrikmandata hija 107° to 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Apparat

Il-prin¢ipju generali tal-apparat huwa muri fil-figura 6.
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Figura 6
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5: Tank tal-vojt tal-aluminju 11: Cartridge li ssahhan
6: Dispozittiv biex tinstalla u tnehhi ¢-celloli ta’

effuzjoni

Metodu ta’ effuzjoni: termogravimetrija izotermali

Principju

Dan il-metodu huwa bbazat fuq id-determinazzjoni ta’ rati accelerati ta’ evaporazzjoni ghas-sustanza tat-test
ftemperaturi gholja u pressjoni ambjentali bl-uzu ta’ termogravimetrija (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Ir-rati ta’
evaporazzjoni vy jirrizultaw billi jigi espost il-kompost maghzul ghal atmosfera ta’ gass, li ma jaghmilx reazzjoni,
ghaddej bil-mod, u jigi kkontrollat it-telf ta’piz ftemperaturi izotermali definiti T fKelvin fuq perjodi xierqa ta’
zmien. Il-pressjonijiet ta’ fwar p huma kkalkulati mill-valuri v, billi tuza r-relazzjoni lineari bejn il-logaritmu tal-
pressjoni ta’ fwar u l-logaritmu tar-rata ta’ evaporazzjoni. Jekk necessarju, estrapolazzjoni lil temperaturi ta’ 20 u
25 °C tista’ ssir b'analizi ta’ regressjoni ta’ log p vs. 1/T. Dan il-metodu huwa tajjeb ghal sustanzi bi pressjonijiet
ta’ fwar baxxi sa 107'° Pa (107'? mbar) u bpuritd qrib kemm jista’ jkun ta’ 100 % sabiex tigi evitata
|-mizinterpretazzjoni ta’ telf ta’ piz imkejjel.
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1.5.6.2. Apparat

1.5.6.3.

Il-principju generali tat-taghmir esperimentali huwa muri fil-figura 7.

Figura 7
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Il-keffa li ggorr il-kampjun, imdendel fuq mizien micro fkamra b’temperatura kkontrollata, huwa migbud permezz
ta’ nixxiegha ta’ gass nitrogenu niexef li jgorr il-molekuli vaporizzati tas-sustanza tat-test lil hinn. Wara li thalli
l-kamra, in-nixxiegha ta’ gass hija ppurifikata b’unita ta’ assorbiment.

Procedura

Is-sustanza ta’ test hija applikata fuq il-wic¢ ta’ platt ahrax tal-hgieg bhala saff omogeneju. Fil-kaz ta’ solidi, il-keffa
tixxarrab b’'mod uniformi b’soluzzjoni tas-sustanza fsolvent xieraq u mnixxef fatmosfera inerta. Ghall-kejl, il-keffa
miksija tigi mdendla ghal gol-analizzatur termogravimetriku u sussegwentement it-telf tal-piz tieghu jigi mkejjel
kontinwament bhala funzjoni ta’ hin.

Ir-rata ta’ evaporazzjoni vy ftemperatura definita hija ikkalkulata mit-telf ta’ piz m tal-platt tal-kampjun permezz
ta’

fejn F hija l-erja tal-wicc tas-sustanzi ta’ test miksija, normalment l-erja tal-wic¢ tal-platt tal-kampjun, u t huwa I-hin
ghat telf ta’ piz Am.

Il-pressjoni ta’ fwar pr hija kkalkulata fuq il-bazi tal-funzjoni taghha ta’ rata ta’ evaporazzjoni vy:
Log pr = C + D log vy

fejn C u D huma kostanti specifici ghall-arrangament sperimentali uzat, jiddependi fuq id-dijametru tal-kamra ta’
kejl u fuq ir-rata ta’ fluss ta’ gass. Dawn il-kostanti ghandhom jigu ddeterminati darba billi jitkejjel sett ta’ komposti
bi pressjoni ta’ fwar maghrufa u log py vs. log v li jmur lura (11)(21)(22).
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1.5.7.2.

Ir-relazzjoni bejn il-pressjoni ta’ fwar py u t-temperatura T fKelvin tinghata permezz ta’
Logpr=A+B 1T

fejn A u B huma kostanti migjuba permezz ta’ log p+ vs. 1/T li jmur lura. B'din I-eckwazzjoni, il-pressjoni ta’ fwar
tista’ tigi kkalkulata ghal kull temperatura ohra b'estrapolazzjoni.

Metodu ta’ saturazzjoni ta’ gass (23)
Principju

Gass inert huwa mghoddi, ftemperatura ambjentali u b'rata maghrufa ta’ fluss, minn u fuq kampjun tas-sustanza
tat-test, bil-mod bizzejjed biex jizgura saturazzjoni. Li tintlahaq saturazzjoni fil-fazi ta’ gass hija ta’ importanza kri-
tika. Is-sustanza trasportata hija maqbuda, generalment billi jintuza assorbent, u l-ammont taghha jigi ddeterminat.
Bhala alternattiva ghal qbid ta’ fwar u analizi sussegwenti, tekniki analitici in-train, bhal kromatografija ta’ gass,
jistghu jigu uzati biex jigi ddeterminat kwantitattivament l-ammont tal-materjal trasportat. Il-pressjoni ta’ fwar hija
kkalkulata fuq l-assunzjoni li I-principju ideali ta’ gass huwa obdut u li I-pressjoni totali ta’ tahlita ta’ gassijiet hija
dags s-somma ta’ pressjonijiet tal-gassijiet komponenti. Il-pressjoni parzjali tas-sustanza tat-test, i.e. il-pressjoni ta’
fwar, hija kkalkulata mill-volum totali ta’ gass maghruf u mill-piz tal-materjal trasportat.

Il-procedura ta’ saturazzjoni ta’ gass hija applikabbli ghal sustanzi kimici solidi jew likwidi. Tista’ tigi uzata ghal
pressjonijiet ta’ fwar sa 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). Dan il-metodu huwa l-iktar ta’ min joqghod fuqu ghal
pressjonijiet ta’ fwar taht 10° Pa. Fuq 103 Pa, il-pressjonijiet ta’ fwar huma generalment stmati zzejjed, probabbil-
ment minhabba tiswir ta’ aerosol. Minhabba li I-kejl ta’ pressjoni ta’ fwar isir ftemperatura ambjentali, mhemmx
bzonn li tohrog dejta minn temperaturi gholja u hrug ta’ dejta ftemperaturi gholja, li ta’ spiss jikkawzaw zbalji serji,
huma evitati.

Apparat

Din il-procedura tirrikjedi l-uzu ta’ kaxxa b'temperatura kostanti. L-iskizz fil-Figura 8 juri kaxxa li fiha tlett
kontenituri ta’ kampjuni solidi u tlieta ohra ghal kampjuni likwidi, li jippermetti analizi triplikata ta’ kampjun solidu
jew likwidu. It-temperatura hija kontrollata ghal * 0,5 °C jew ahjar.

Figura 8
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Generalment, nitrogenu huwa uzat bhala gass inerti li jgorr izda, xi drabi, gass iehor jista’ jkun bzonnjuz (24).
Il-gass li jgorr ghandu jkun niexef. In-nixxiegha ta’ gass tinqasam f'6 nixxighat, kontrollati minn valvoli labar
(b'togba ta’ ¢irka 0.79 mm), u jidhol fil-kaxxa minn tubu tar-ram ta’ 3.8 mm id. Wara ekwilibrazzjoni ta’
temperatura, il-gass jghaddi minn gol-kampjun u t-trappola assorbenti u johrog minn gol-kaxxa.
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Kampjuni solidi jiddahhlu ftubu tal-hgieg 5 mm i.d. bejn tappijiet ta’ suf tal-hgieg (ara Figura 9). Figura 10 turi kon-
tenitur ta’ kampjun likwidu u sistema ta’ assorbiment. L-ehfef metodu ta’ kif titkejjel il-pressjoni ta’ fwar ta’ likwidi
huwa li jinksew zibeg tal-hgieg bil-likwidu jew inkella jinkesa assorbent inert bhal silika, u jimtela l-kontenitur
b'dawn iz-zibeg. Bhala alternattiva, il-gass li jgorr jista’ jigi mgieghel jghaddi minn hgieg ahrax bil-pori u jbagbaq
minn go kolonna tas-sustanza likwida tat-test.

Figura 9 Figura 10
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Is-sistema ta’ assorbent fiha sezzjoni assorbenti fuq quddiem u ohra ta’ sostenn. Fi pressjonijiet ta’ fwar baxxi hafna,
ammonti zghar biss jinzammu mill-assorbent u l-assorbiment fuq is-suf tal-hgieg u t-tubu tal-hgieg bejn il-kampjun
u l-assorbent tista’ tkun problema serja.

Trappoli mkessha b’CO, solidu huwa metodu effi¢jenti iehor kif jingabar il-materjal vaporizzat. Huma ma jikkaw-
zaw l-ebda pressjoni b'lura fuq il-kolonna tas-saturatur u huwa hafif hafna li kwantitattivament jitnehha l-materjal

magbud.

Procedura

Ir-rata ta’ fluss tal-gass hiereg li jgorr hija mkejla ftemperatura ambjentali. Ir-rata ta’ fluss hija ¢cekjata frekwenta-
ment matul l-esperiment biex tizgura li hemm valur ezatt ghall-volum totali ta’ gass li jgorr. Kontroll kontinwu
bapparat li jkejjel il-fluss tal-massa huwa preferut. Saturazzjoni tal-fazi ta’ gass tista’ tirrikjedi hin ta’ kuntatt kon-
siderevoli u ghalhekk rati ta’ fluss aktarx baxxi (25).

Fit-tmiem tal-esperiment, kemm is-sezzjoni ta’ quddiem u kemm dik ta’ sostenn tal-assorbent huma analizzati sepa-
ratament. Il-kompost fuq kull sezzjoni huwa desorbit billi jizdied solvent. Is-soluzzjonijiet li jirrizultaw huma ana-
lizzati kwantitattivament biex jigi ddeterminat il-piz desorbit minn kull sezzjoni. L-ghazla tal-metodu analitiku (u
anki l-ghazla ta’ sorbent u solvent desorbenti) hija dettata min-natura tal-materjal tat-test. L-efficjenza ta’
desorbiment hija determinata billi jigi injettat ammont maghruf ta’ kampjun fuq is-sorbent, tiddesorbjah u tana-
lizza l-ammont irkuprat. Huwa importanti li tigi ccekjata l-efficjenza ta’ desorbiment fejn jew qrib
il-koncentrazzjoni tal-kampjun fil-kundizzjonijiet tat-test.

Biex tizgura li I-gass li jgorr huwa saturat bis-sustanza tat-test, tliet rati differenti ta’ fluss ta’ gass huma uzati. Jekk
il-pressjoni ta’ fwar ikkalkulata ma turi I-ebda dipendenza fuq ir-rata tal-fluss, il-gass huwa kkunsidrat bhala saturat.
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2.1.

Il-pressjoni tal-fwar hija kkalukulata permezz tal-ekwazzjoni:

W RT
=X —
P vV M
fejn
p = pressjoni ta’ fwar (Pa)
W = massa ta’ sustanza ta’ test evaporata (g)
V = volum ta’ gass saturat (m’)
R = kostanti universali ta’ gass 8,314 (J mol™" K
T = temperatura (K)
M = massa molari tas-sustanza tat-test (g mol™)

Volumi mkejla ghandhom jigu rrangati ghal differenzi ta’ pressjoni u temperatura bejn id-dispozittiv li jikkalkula
I-fluss u s-saturatur.

Dawwar li jdur fuqu nnifsu
Principju

Dan il-metodu juza arlogg ta’ viskozitd b'dawwar li jdur fuqu nnifsu, li l-element ta’ kejl tieghu huwa ballun Zghir
tal-hadid li, meta jkun imdendel fkamp manjetiku, jibda jdur fuqu nnifsu minhabba kampi manjetici li jduru
(26)(27)(28). Fonorivelaturi jippermettu li r-rata ta” dawrien tieghu tigi mkejla. Meta l-ballun ikun lahaq velocita ta’
dawrien stabbilita, normalment ¢irka 400 dawra fis-sekonda, l-energija titwaqqaf u decelerazzjoni, minhabba friz-
zjoni ta’ gass, issehh. It-tnaqgqis fil-velocita ta’ dawrien hija mkejla bhala funzjoni ta’ Zmien. Il-pressjoni ta’ fwar hija
mnaqqgsa mit-tnaqqis ta’ velocita tal-ballun tal-hadid ikkawzat mill-pressjoni. Is-sensiela rrikmandata hija
minn 107 sa 0,5 Pa.

Apparat

Dizinn skematiku tat-taghmir sperimentali huwa muri fil-figura 11. Ir-ras ta’ kejl hija mgieghda fgheluq ta’
temperatura kostanti, irregolat b’0,1 °C. Il-kontenitur tal-kampjun hu mgqieghed fgheluq separat, irregolat
ukoll b0,1 °C. Il-partijiet l-ohra kollha tat-taghmir huma mizmuma ftemperatura oghla biex tipprevjeni
l-kondensazzjoni. L-apparat kollu huwa mwahhal ma’ sistema elevata ta’ vojt.

Figura 11
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[l-pressjoni ta’ fwar minn xi wiehed mill-metodi thawn fuq ghandha tigi ddeterminata ghal mill-ingas zewg tem-
peraturi. Tlieta jew iktar huma preferuti fis-sensiela minn 0 sa 50°, sabiex tigi ¢cekjata l-linearita tal-kurva ta’ press-
joni ta’ fwar. Fil-kaz ta’ metodu ta’ Effuzjoni (Cellula Knudsen u termogravimetrija izotermali) u metodu ta’
saturazzjoni ta’ Gass, 120 sa 150 °C hija rrikmandata ghas-sensiela ta’ kejl ta’ temperatura minflok minn 0 sa 50 °C.
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2.2.

RAPPORT TAT-TEST
Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
—  metodu uzat,

— specifikazzjoni preciza tas-sustanza (identita u impuritajiet) u pass preliminarju ta’ purifikazzjoni, jekk ikun
hemm,

— mill-inqas zewg valuri ta’ pressjoni ta’ fwar u temperatura — u preferibbilment tlieta jew iktar — rikjesti fis-
sensiela minn 0 sa 50 °C (jew 120 sa 150 °C),

— mill-inqas wahda mit-temperaturi ghandha tkun 25 °C jew inqas, jekk teknikament possibli skont il-metodu
maghzul,

— id-dejta kollha originali,

—  kurva ta’ log p versus 1/T,

—  stima tal-pressjoni ta’ fwar £20 jew 25 °C.

Jekk tranzizzjoni (bidla ta’ stat, dekompozizzjoni) hija osservata, l-informazzjoni li gejja ghandha tigi nnutata:
— natura tal-bidla,

— temperatura li fiha I-bidla ssehh fi pressjoni atmosferika,

— pressjoni ta’ fwar £10 u 20 °C inqas mit-temperatura ta’ tranzizzjoni u 10 u 20 °C iktar minn din
it-temperatura (sakemm it-tranzizzjoni hija minn solidu ghal gass).

Kull informazzjoni u rimarki rilevanti ghall-interpretazzjoni tar-rizultati ghandhom jigi rrapurtati, spe¢jalment fdak
li ghandu xjagsam ma’ impuritajiet u l-istat fiziku tas-sustanza.
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Appendici

Metodu ta’ stima

INTORDUZZJONI
Valuri stmati ta’ pressjoni ta’ fwar jistghu jintuzaw:
—  Dbiex jigi deciz liema metodu sperimentali huwa xierag;

—  Dbiex jipprovdu stima jew valur ta’ limitu fkazijiet fejn il-metodu sperimentali ma jistax jigi applikat minhabba ragunijiet
teknici.

METODU TA’ STIMA

Il-pressjoni ta’ fwar ta’ likwidi u solidi tista’ tigi stmata bl-uzu tal-korrelazzjoni Watson modifikata (a). L-unika dejta speri-
mentali mehtiega huwa l-punt normali ta’ toghlija. Il-metodu huwa applikabbli ghas-sensiela ta’ pressjoni minn 10° Pa sa
107° Pa.

Informazzjoni dettaljata fuq il-metodu hija moghtija fil-“Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b). Ara wkoll
OECD “Environmental Monograph” Nru.67 (c)

PROCEDURA TA’ KALKOLAZZJONI

Il-pressjoni ta’ fwar hija kkalkulata kif gej:

T\
-]
AH
lanp Rl T 2m(3 - 2;) 1nF
b b - b b
T,
fejn:
T = temperatura ta’ interess
Ty = punt ta’ toghlija normali
Pyp = pressjoni ta’ fwar ftemperatura T
AHy, = shana ta’ vaporizzazzjoni
AZ, = fattur ta’ kompressibilita (stmat £ 0,97)
m = fattur empiriku li jiddependi fuq l-istat fiziku fit-temperatura ta’ interess

Flimkien ma’,

AH

=K,(8,75+R1InT,)
Tb

fejn, K; hija fattur empiriku li jikkunsidra l-polarita tas-sustanza. Ghal xi tipi ta’ komposti, fatturi K; huma elenkati
friferenza (b).

Hafna drabi, tezisti dejta fejn jinghata l-punt ta’ toghlija fpressjoni mnaqqsa. Fkaz bhal dan, il-pressjoni ta’ fwar hija kkal-
kulata kif gej:

AH,, T\"T, " T
InP_~InP, + 1-3-2—| —-2m[3-2—| In—
» AZ,RT, T T T T,

fejn, T, hija I-punt ta’ toghlija fil-pressjoni mnaqqsa P1.
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Meta jintuza l-metodu ta’ stima, ir-rapport ghandu jinkludi dokumentazzjoni komprensiva tal-kalkulazzjoni.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

ANNESS 11

A.22. ID-DIJAMETRU MEDJU GEOMETRIKU TAL-FIBRI PEZAT SKONT IT-TUL TAGHHOM

IL-METODU

DAHLA

Dan il-metodu jiddeskrivi proé¢edura li tkejjel id-Dijametru Medju Geometriku Pezat Skont it-Tul [Length
Weighted Geometric Mean Diameter] (LWGMD) ta’ massa ta’ Fibri Minerali Maghmula mill-Bniedem [Man Made
Minerla Fibres] (MMMEF). Minhabba li I-LWGMD tal-popolazzjoni se jkollha probabbilta ta’ 95 % li tkun bejn
il-livelli ta” kunfidenza ta’ 95 % (LWGMD # zewg devjazzjonijiet standard) tal-kampjun, il-valur irrapportat (il-
valur tat-test) se jkun l-inqas limitu ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-kampjun (igifieri LWGMD — 2 devjazzjonijiet
standard). Il-metodu huwa bbazat fuq aggornament (Gunju 1994) ta’ abbozz ta’ proc¢edura industrijali HSE mag-
bula fil-laggha bejn 1-ECFIA u I-HSE fChester fis-26/9/93 u zviluppat ghal u permezz ta’ tieni prova
interlaboratorja (1, 2). Dan il-metodu ta’ kejl jista’ jintuza sabiex jikkaratterizza d-dijametru tal-fibra ta’ sustanzi
tal-massa jew prodotti li filhom I-MMMFs u jinkludu fibri ta’ ¢ceramika refrattarja (RCF), fibri tal-hgieg maghmula
mill-bniedem (MMVEF), u fibri tal-kristallina u l-polikristallina.

L-ippezar tat-tul huwa mod ta’ kumpens ghall-effett fuq id-distribuzzjoni tad-dijametru kkawzata bit-tkissir ta’
fibri twal meta jkunu qed isiru l-kampjuni jew jitmiss il-materjal. Tintuza statistika geometrika (medja geome-
trika) sabiex tkejjel id-distribuzzjoni tad-dags tad-dijametri tal-MMMF ghaliex generalment dawn id-dijametri
jkollhom distribuzzjonijiet tad-dags li jqarbu n-norma logaritmika.

Il-kejl tat-tul kif ukoll tad-dijametru huwa tedjanti u jiehu hafna hin imma, jekk jitkejlu biss dawk il-fibri li jmissu
linja infinitament irqieqa fuq il-firxa viziva ta’ SEM, imbaghad il-probabbilta li tinghazel wahda mill-fibri tkun
proporzjonali ghat-tul taghha. Minhabba li b’hekk jitqies it-tul fil-kalkoli tal-ippezar tat-tul, l-uniku kejl mehtieg
huwa d-dijametru u I-LWGMD-2SE jista’ jkun ikkalkulat kif deskritt.

TIFSIRIET

Il-partikula: Oggett li ghandu proporzjon bejn it-tul u l-wisa’ ta’ ingas minn 3:1.

Il-fibra: Oggett li ghandu proporzjon bejn it-tul u l-wisa’ (aspect ratio) mill-inqas 3:1.

AMBITU U LIMITAZZJONIJIET

Il-metodu huwa ddisinjat sabiex janalizza d-distribuzzjoni ta’ dijametri li jkollhom valur medja bejn 0,5 pm u
6 pm. Dijametri ikbar jistghu jitkejlu bl-uzu ta’ ingrandimenti minn SEM iktar baxxi izda l-metodu se jkun dej-
jem iktar limitat fid-distribuzzjonijiet tal-fibra iktar fini u jekk id-dijametru medjan ikun inqas minn 0,5 pm, huwa
rrakkomandat kejl permezz ta’ TEM (transmission electron microscope).

IL-PRINCIPJU TAL-METODU TAL-ITTESTJAR

Numru ta’ kampjuni rapprezentattivi tal-qalba jittiehdu mill-kutra tal-fibra jew jigu mislutin mill-massa tal-
fibra. 1l-fibri tal-massa jitqassru bl-uzu ta’ procedura tat-tifrik u sottokampjun rapprezentattiv mxerred fl-ilma.
II-bicciet jigu estratti u ffiltrati minn filtru tal-polikarbonat b’pori tad-dags 0,2 pm u jigu ppreparati ghal analizi
bl-uzu ta’ tekniki tal-iscanning electron microscope (SEM). Id-dijametri tal-fibri jitkejlu taht ingrandiment tal-
iskrin ta’ x 10 000 jew ikbar (') bl-uzu ta’ metodu ta’ intercetazzjoni tal-linja sabiex tittiehed stima imparzjali tad-
dijametru medjan. L-inqas intervall tal-kunfidenza ta’ 95 % (ibbazat fuq test unilaterali) jigi kkalkulat sabiex issir
stima tal-izjed valur baxx tal-medju geometriku tad-dijametru tal-fibra tal-materjal.

() Dan il-valur ta’ ingrandiment huwa indikat ghall-fibri tad-dags 3 pm, ghall-fibri tad-daqs 6 pm ingrandiment ta’ x 5 000 jaf ikun ahjar.
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1.5.

1.5.3.1.

1.5.3.2.

DESKRIZZJONI TAL-METODU TAL-ITTESTJAR

Il-prekawzjonijiet | is-sikurezza

L-espozizzjoni tal-persuni ghall-fibri fl-arja ghandha tkun imminimizzata u ghandha tintuza vetrina li tkun
mghammra b'ventilatur ghall-estrazzjoni jew kaxxa mghammra bl-ingwanti sabiex isir kuntatt mal-fibri niexfa.
Ghandu jitwettaq monitoragg prejodiku tal-espozizzjoni tal-persuna sabiex tigi determinata I-effikacja tal-metodi
ta’ kontroll. Meta jisir kuntatt mal-MMMFs ghandhom jintlibsu l-ingwanti li jintremew sabiex tonqos l-irritazzjoni
tal-gilda u tkun evitata I-kontaminazzjoni min-naha ghall-ohra.

L-apparat | it-taghmir

—  Pressa u dadi tal-mastri (b'’kapacita li jipproducu 10 MPa).

— filtri kapillari tal-polikarbonat bid-dags tal-pori ta’ 0,2 pm (dijametru ta’ 25 mm).

— filtru ta’ membrana tal-ester tac-celluloza bid-dags tal-pori ta’ 5 pm sabiex jintuza bhala filtru tal-appogg.

—  Apparat tal-hgieg ghall-filtrazzjoni (jew sistemi tal-filtrazzjoni li jintremew) li jiehu filtri li ghandhom dija-
metru ta’ 25 mm (ez. Millipore glass microanalysis kit, tat-tip nru XX10 025 00).

— Ilma li jkun ghadu kemm gie ddistallat, iffiltrat minn filtru bid-dags tal-pori ta’ 0,2 pm sabiex jitnehhew
il-mikro-organizmi.

— Pulverizzatur li jkopri d-deheb jew deheb u palladju.
—  Scanning electron microscope li kapaci jirrisolvi sa’ 10 nm u jkabbar b’10 000.

—  Mixxellanji: spatuli, xafra tal-iskarpell tat-tip 24, pinzetta, tubi tas-SEM, kolla tal-karbonju jew tejp adeziv
tal-karbonju, irbaba tal-fidda.

— Sonda ultrasonika jew banju ultrasoniku li joqghod fuq bank

—  Core sampler jew cork borer, sabiex jichu I-kampjuni tal-qalba mill-kutra tal-l MMMF

Il-Proc¢edura tat-test
It-tehid tal-kampjuni

Jintuza core sampler ta’ 25 mm jew cork borer sabiex jittiehdu kampjuni tal-profil trasversali. Dawn ghandhom
ikunu spazjati b'mod ekwu matul il-wisa’ ta’ tul qasir tal-kutra jew mehuda minn partijiet sporadici jekk ikun
hemm bicciet twal tal-kutra disponibbli. L-istess taghmir jista’ jintuza sabiex jigu estratti kampjuni sporadici minn
fibri mahlula. Meta huwa possibli ghandhom jittichdu sitt kampjuni, sabiex jirriflettu l-varjazzjonijiet tal-ispazju
fil-materjal tal-massa.

Is-sitt kampjuni tal-qalba ghandhom jitfarku b’dada li jkollha dijametru ta’ 50 mm b’10 Mpa. Il-materjal jithallat
bi spatula u jerga jigi ppressat b'10 Mpa. ll-materjal imbaghad jitnehha mid-dada u jinhazen fi flixkun tal-hgieg
issigillat.

1I-Preparazzjoni tal-Kampjun

Fejn jehtieg, tista’ titnehha il-kopertura organika li taqqad billi I-fibra titqieghed go forn b’temperatura ta’
450 grad C ghal madwar siegha.

Sabiex ikun sottodiviz il-kampjun ghandu jingasam fkon u fi kwarti (dan ghandu jsir gewwa vetrina tat-trab).

Bl-uzu ta’ spatula, zid ammont zghir (< 0,5 g) tal-kampjun ma’ 100 ml ilma i jkun ghadu kemm gie ddistillat u
ffiltrat minn go filtru b'membrana ta’ 0,2 pm (sorsi alternattivi ta’ ilma purissimu jistghu jintuzaw, jekk jirrizulta
li huma xierqa). Hallat sew bl-uzu ta’ sonda ultrasonika li topera b'sahha ta’ 100 W u intunata sabiex tifforma
hofra fl-istruttura. (Jekk ma tkunx disponibbli sonda uza l-metodu li gej: ¢aglaq 'hemm u Thawn u daw-
war repetittivament ghal madwar 30 sekonda; gieghdu fbanju ultrasoniku li joqghod fuq bank ghal madwar
hames minuti; imbaghad ¢aqalqu 'hemm u 'hawn u dawwru repetittivament ghal madwar 30 sekonda ohra).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Ezatt wara t-tixrid tal-fibra, nehhi numru ta’ alikwoto (ez. tliet alikwoti ta’ 3, 6 u 10 ml) bl-uzu ta’ pipetta
bl-ghonq wiesa (li tesa’ 2-5 ml).

Iffiltra fvakum kull alikwota b'filtru tal-polikarbonat ta’ 0,2 um appoggjat bfiltru tal-appogg li ghandu pora MEC
ta’ 5 pm, bl-uzu ta’ lenbut tal-filtrazzjoni tal-hgieg ta’ 25 mm li jkollu depozitu tal-likwidu ¢ilindriku. Fil-lenbut
ghandhom jitqeghdu madwar 5 ml ta’ ilma distillat iffiltrat u l-alikwot titqieghed bil-mod fl-ilma bl-uzu tal-pipetta
fejn il-ponta taghha tinzamm taht il-menisku. Il-pipetta u d-depozitu tal-likwidu iridu jigu mlahalha sew wara
dan il-process bil-pipetta, ghaliex il-fibri irqaq ghandhom tendenza li jkunu izjed fil-wicc.

Battenzjoni nehhi I-filtru u sseparah mill-filtru tal-appogg qabel ma’ tgieghdu fkontenitur biex jinxef.

Aqta sezzjoni dags ta’ kwart jew nofs tad-depozitu ffiltrat b’xafra tal-iskarpell tat-tip 24 b’'moviment 1 hinn u ]
hawn tal-id. B'attenzjoni wahhal is-sezzjoni maqtuha ma’ trej tas-SEM permezz ta’ tejp tal-karbonju jew kolla tal-
karbonju. Ghandhom jigu applikati l-irbaba tal-fidda ftal-inqas tliet pozizzjonijiet sabiex jittejjeb il-kuntatt
eletriku fit-truf tal-filtru u tat-trej. Meta I-kolla [ l-irbaba tal-fidda tinxef/jinxfu, bil-pulverizzatur aghmel kopertura
ta’ madwar 50 nm ta’ deheb jew deheb u palladju fuq il-wicc tad-depozitu.

[I-kalibrar tas-SEM u l-operat

Il-kalibrar

Il-kalibrar tas-SEM ghandu jkun ikkontrollat tal-inqas darba fil-gimgha (idealment darba kuljum) bl-uzu ta’ xibka
tal-kalibrazzjoni ccertifikata. [-kalibrar ghandu jkun ikkontrollat skont standard iccertifikat u jekk il-valur mkejjel
(SEM) ma jkunx fmedda ta’ + 2 % tal-valur iccertifikat, il-kalibrar tas-SEM irid ikun aggustat u jerga jkun
ikkontrollat.

Is-SEM irid ikun kapaci jirrisolvi tal-inqas dijametru b'vizibbilta minima ta’ 0,2 pm, bl-uzu ta’ matrici ta’ kampjun
reali, b'ingrandiment ta’ x 2 000.

L-operat

Is-SEM ghandu jkun operat fuq ingrandiment ta’ 10 000 (*) bl-uzu ta’ kundizzjonijiet li jaghtu rezoluzzjoni tajba
b'immagini accetabbli brati baxxi ta’ skan bhal, per ezempju, 5 sekondi ghal kull ritratt. Ghalkemm il-htigijiet
tal-operat ta’ SEMs differenti jistghu ivarjaw, generalment sabiex tinkiseb l-ahjar vizibbilta u rezoluzzjoni,
b'materjali li relattivament ghandhom daqs atomiku zghir, ghandhom jintuzaw vultaggi t'accelerazzjoni ta’ bejn
5-10 keV issetjati fuq tikka ta’ daqs zghir u distanza tax-xoghol qasira. Meta jkun qieghed isir it-travers lineari,
ghandha tintuza inklinazzjoni ta’ 0° sabiex ikun minimizzat il-bzonn li terga tiffoka jew, jekk is-SEM ghandu
stage ewcentrika, ghandha tintuza l-istage ewcentrika Jista’ jintuza ingrandiment iktar baxx jekk il-materjal
m’'ghandux fibri (b'dijametru) zghar u d-dijametri tal-fibri huma kbar (> 5 pm)

11-kejl tad-daqs

Ezami taht ingrandiment baxx sabiex ikun ivvalutat l-kampjun

Fil-bidu l-kampjun ghandu jigi ezaminat taht ingrandiment baxx sabiex isir tfittix ghal evidenza ta’ taghqid ta’
fibri kbar u sabiex issir valutazzjoni tad-densita tal-fibri. Fil-kaz ta’ wisq ghoqod huwa rrakomandat li jigi ppre-
parat kampjun gdid.

Huwa mehtieg li jitkejjel numru minimu ta’ fibri ghall-korettezza fl-istatistika u d-densita gholja tal-fibri taf tkun
mixtieqa ghaliex I-ezaminazzjoni tal-partijiet vojta tichu hafna hin u ma taghtix kontribut ghall-analizi. Madan-
kollu, jekk il-filtru ikun mimli wisq, isir difficli biex jitkejlu I-fibri kollha li jistghu jigu mkejla u, peress li li I-fibri
z-zghar jistghu jinhbew wara ohrajn li huma ikbar, tista’ ma tindunax bihom.

[l-parzjalita lejn stima ecessiva tal-LWGMD tista’ tirrizulta minn fibri li ghandhom densita ta’ iktar minn 150 fibra
fkull millimetru tal-linja traversa. Minn naha l-ohra, il-kon¢entrazzjonijiet tal-fibra baxxi jzidu I-hin tal-analizi u,
spiss, finanzjarjament ikun jagbel li jigi ppreparat kampjun b'densita tal-fibra izjed vicin l-ottimu milli tkompli
bl-ghadd ta’ filtri li ghandhom koncentrazzjoni baxxa. L-ahjar densita tal-fibra ghandha taghti medju ta’ madwar
fibra wahda jew tnejn fkull firxa viziva taht ingrandiment ta’ x 5 000. Minkejja dan, l-ahjar densita tiddependi
fuq id-dags (dijametru) tal-fibri, ghalhekk jehtieg li l-operatur juza xi gudizzju espert sabiex jiddecidi jekk
id-densita tal-fibra hijiex ottima jew le.

() Ghall-fibri tad-daqs 3 pm, ara n-nota ta’ qabel.
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2.1.

L-ippezar skont it-tul tad-dijametri tal-fibri

Jinghaddu biss dawk il-fibri li jmissu (jew jagsmuy) linja (infinitament) rqiqa mpingija fuq l-iskrin tas-SEM. Ghal
din ir-raguni titpinga linja orizzontali (jew vertikali) fic-centru tal-iskrin.

Alternattivament jitgieghed punt uniku fic-centru tal-iskrin u jigi inizjat skan kontinwu fdirezzjoni wahda matul
il-filtru. Kull fibra li ghandha aspect ratio ikbar minn 3:1 li tmiss jew tagsam dan il-punt ikollha d-dijametru
mkejjel u rregistrat.

Il-kejl tad-daqs tal-fibra

Huwa rrakkomandat li jigu mkejla minimu ta’ 300 fibra. Kull fibra tigi mkejla darba biss fil-punt tal-intersezzjoni
mal-linja jew il-punt impingi fuq l-immagini (jew vi¢in tal-punt tal-intersezzjoni jekk it-truf tal-fibri huma moh-
bija). Jekk tiltaga’ ma’ fibri li ghandhom profil sezzjonali mhux uniformi, ghandu jintuza kejl li jirraprezenta
l-medju tad-dijametru tal-fibra. Ghandha tinghata attenzjoni ghal kif jigi definit it-tarf u kif tigi mkejla l-iqsar dis-
tanza bejn it-truf tal-fibra. I1-kejl tad-dags jista’ jsir on-line, jew off-line fuq immagini jew ritratti mahzuna. Huma
rrakkomandati sistemi semi awtomatici li jkejlu l-immagini li jnizzlu d-dejta direttament fuq spreadsheet, ghaliex
inaqqsu t-telf ta’ hin, jeliminaw l-izbalji tat-traskrizzjoni u I-kalkoli jistghu jigu awtomatizzati.

It-truf tal-fibri twal ghadhom ikunu kkontrollati taht ingrandiment baxx sabiex tizgura li mhux ged jinbarmu lura
gol-firxa viziva u qed jigu mkejla darba biss.

ID-DEJTA

IT-TRATTAMENT TAR-RIZULTATI

Normalment, iddijametri tal-fibri ma jkollhomx distribuzzjoni normali. Madankollu, permezz ta’ trasformaz-
zjoni logaritmika jkun possibbli li tikseb distribuzzjoni li toqrob aktarlejn in-normal.

Ikkalkula I-medju aritmetiku (medju InD) u d-devjazzjoni standard (SDy,,) tal-logaritmu ta’ valuri tal-bazi e (InD)
tad-dijameteri (D) ta’ n fibri..

>InD
- M

3 (InD ~ mean InD) :

Iddividi d-devjazzjoni standard bir-radi¢i kwadrata tan-numru (n) ta’ kejl differenti sabiex tikseb id-devjazzjoni
standard (SE;p).

mean InD =

SE SD
InD ~ % (3)

Naqqas ghal darbtejn il-valur tad-devjazzjoni standard mill-medju u kkalkula l-esponenzjali ta’ dan il-valur (il-
medju bit-tnaqqis ta’ zewg devjazzjonijiet standard) sabiex tohrog il-medju geometriku bit-tnaqqis ta’ zewg
devjazzjonijiet standard geometrici.

LWGMD — 2SE = e(mean lan2SElnd)



24.8.2009 1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 220/23

3. IR-RAPPURTAGG

IR-RAPPORT TAT-TEST
Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi tal-inqas it-taghrif li gej:
—  Il-valur tal-LWGMD-2SE.
—  Kwalunkwe devjazzjoni u b’'mod partikolari dawk i jista’ jkollhom effett fuq il-precizjoni jew il-korettezza
tar-rizultati bil-gustifikazzjonijiet xierqa.
4. IR-REFERENZI
1. B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. February 1999.

2. G. Burdett and G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF/94/07. Project R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.
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L-ANNESS 111

B.46. IRRITAZZJONI TAL-GILDA IN VITRO: TEST FUQ IL- MUDELL TAL-EPIDERMIDE UMANA

KKOSTRUWITA MILL-GDID

METODU

DAHLA

L-irritazzjoni tal-gilda tirreferi ghall-hsara riversibbli li ssir lill-gilda wara li tigi applikata sustanza tat-test ghal
mhux iktar minn 4 sighat [skont id-definizzjoni tas-Sistema Armonizzata Globali tal-Klassifikazzjoni u
I-Ittikkettar tal-Kimiki (GHS) tan-Nazzjonijiet Uniti (NU)] (1). Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jipprovdi procedura in
vitro li, skont ir-rekwiziti ghat-taghrif, tista’ tiddetermina r-riskju ta’ irritazzjoni tal-gilda b’'sustanzi bhala test
uniku li jsir minflok testijiet ohra bhala parti minn strategija ta’ ttestjar, permezz ta’ approc¢ li jibbaza fuq
l-evidenza (2).

L-evalwazzjoni tal-irritazzjoni tal-gilda involviet tipikament l-uzu tal-annimali tal-laboratorju (Ara
I-Metodu B.4)(3). Fdak li ghandu xjagsam mal-benesseri tal-annimali, il-metodu B.4 jippermetti
d-determinazzjoni ta’ korruzjonifirritazzjoni tal-gilda billi japplika strategija ta’ ttestjar sekwenzjali, bl-uzu ta’
metodi in vitro u ex vivo vvalidati, u b’hekk jevita l-annimali mill-ugigh u mit-tbatija. Tliet Metodi ta’ Ttestjar jew
Linji Gwida ta’ Ttestjar in vitro vvalidati, B.40, B.40bis u TG 435 (4, 5, 6), huma bzonnjuzi biex tigi ddeterminata
l-korruzjoni permezz tal-istrategija ta’ ttestjar sekwenzjali tal-metodu B.4.

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa msejjes fuq mudelli tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid, i fid-disinn
generali taghhom (l-uzu tal-keratino¢iti mnissla mill-epidermide umana bhala sors tac-celluli, it-tessuti rappre-
zentattivi u ¢-Citoarkitettura) jixxiebhu sew mal-karatteristici bijokimiki u fizjologici tas-saffi tal-wicc tal-gilda
umana, jigifieri l-epidermide. Il-procedura deskritta fdan il-Metodu ta’ Ttestjar tippermetti l-identifikazzjoni ta’
sustanzi perikoluzi li jikkawzaw irritazzjoni skont il-kategorija 2 tal-GHS tan-NU. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar
jinkludi wkoll sett ta’ standards ta’ prestazzjoni ghall-evalwazzjoni ta’ metodi simili jew immodifikati ta’ testijiet
imsejsa fuq l-epidermide umana kkostruwita mill-gdid (7).

Saru studji fuq validazzjoni minn qabel, ottimizzazzjoni u validazzjoni ghal zewg metodi ta’ ttestjar in vitro (8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), liema studji huma disponibbli fuq livell kummer¢jali bhall-EpiSkin™ u
l-EpiDerm™, bl-uzu ta’ mudelli tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid. Dawn ir-referenzi kienu msejsa fuq
I-R 38. Certi aspetti ta’ kalkulazzjoni mill-gdid ghall-ghanijiet tal-GHS huma indirizzati fir-referenza 25. Il-metodi
bi prestazzjoni li hija ekwivalenti ghall-EpiSkin™ (metodu ta’ referenza vvalidat 1), huma rakkomandati bhala
metodu ta’ ttestjar uniku li jsir minflok it-test in vivo tal-fniek li jikklassifika s-sustanzi li jikkawzaw irritazzjoni u
li jinsabu fil-kategorija 2 tal-GHS. Il-metodi bi prestazzjoni li hija ekwivalenti ghall-EpiDerm™ (metodu ta’
referenza vvalidat 2), huma rakkomandati biss bhala metodu ta’ ttestjar analitiku, jew bhala parti minn strategija
ta’ ttestjar sekwenzjali permezz ta’ approc¢ li jibbaza fuq l-evidenza, li jikklassifika s-sustanzi li jikkawzaw
irritazzjoni u li jinsabu fil-kategorija 2 tal-GHS. Qabel ma jkun jista’ jintuza mudell propost ghall-ittestjar tal-
epidermide umana kkostruwita mill-gdid ghall-irritazzjoni tal-gilda in vitro b’ghanijiet regolatorji, ghandhom
ikunu ddeterminati l-affidabbilta, ir-rilevanza (l-ezattezza) tat-test, u l-limitazzjonijiet ghall-uzu tal-mudell
propost sabiex ikun zgurat li t-test jista’ jitqabbel ma’ dak tal-metodu ta’ referenza vvalidat 1, skont l-istandards
ta’ prestazzjoni stipulati fdan il-Metodu ta’ Ttestjar (Appendici).

Zewg metodi ohra ta’ ttestjar dwar l-epidermide umana kkostruwita mill-gdid, gew ivvalidati skont ir-rekwiziti
fl-ambitu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar, u juru l-istess rizultati bhall-metodu ta’ referenza vvalidat 1. Dawn huma
l-metodu ta’ ttestjar EpiDerm™ immodifikat (il-metodu ta’ referenza mmodifikat 2) u l-metodu ta’ ttestjar
SkinEthic RHE™ (simili ghall-metodu 1).

DEFINIZZJONIJIET
Id-definizzjonijiet li gejjin japplikaw ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar:

Ezattezza: 1l-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tal-metodu ta’ ttestjar u l-valuri accettati ta’ referenza. Hija
mizura tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar u wiched mill-aspetti ta’ rilevanza. It-terminu jintuza spiss minflok
“konkordanza” sabiex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati tajbin tal-metodu ta’ ttestjar.

Sustanza ghall-kontroll tal-lott: Sustanza bazika li fit-tessut tipproduci rispons medju ta’ vijabbilta ¢ellulari.
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Vijabbilta cellulari: Il-parametru li jkejjel l-attivita shiha tal-popolazzjoni cellulari ez. il-kapacita tad-
deidrogenazi mitokondrijali cellulari sabiex titnaqqas is-sustanza koloranti vitali MTT ([3-(4,5-Dimetiltijazol I-2-
il)-2,5-difeniltetrazolju bromur, Tijazolil blu;), li, skont l-effett imkejjel u d-disinn tat-test uzat, jikkorrespondi
mal-ghadd totali u/jew mal-vitalita tac-celluli hajjin.

ETs,: [-hin ta’ espozizzjoni li hu mehtieg biex titnaqqas il-vijabbilta tac-celluli b’50 % meta tkun applikata
s-sutanza li timmarka b’koncentrazzjoni specifika u fissa, ara wkoll IC5.

Rata ta’ rizultati negattivi foloz: Il-proporzjon tas-sustanzi pozittivi kollha identifikati b'mod falz bhala negat-
tivi permezz ta’ metodu ta’ ttestjar. Dan huwa wiched mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

Rata ta’ rizultati pozittivi foloz: Il-proporzjon tas-sustanzi negattivi kollha (mhux attivi) identifikati b'mod falz
bhala pozittivi. Dan huwa wiehed mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

Doza infinita: L-ammont ta’ sustanza applikata matul it-test fuq il-gilda, li jagbez l-ammont mehtieg sabiex
il-wice tal-gilda titghatta kompletament u b'mod uniformi.

GHS (Sistema Armonizzata Globali tal-Klassifikazzjoni u l-ttikkettar tal-Kimiki): Sistema li tipproponi
u tindirizza l-elementi ta’ komunikazzjoni korrispondenti, bhal pittogrammi, kliem ta’ twissija, indikazzjonijiet
ta’ perikolu, avvizi ta’ prekawzjoni u skedi ta’ taghrif dwar is-sikurezza, sabiex jitwassal taghrif dwar l-effetti
hziena bl-iskop li tipprotegi lin-nies (inkluz lil min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-konsumaturi u
|-haddiema tal-emergenza) u l-ambjent (1) u implimentata fl-UE bir-Regolament (KE) Nru 1272/2008.

IC;,: ll-koncentrazzjoni li biha s-sustanza li timmarka tnaqqas il-vijabbilta tat-tessuti b’50 % (IC,) wara l-hin fiss
ta’ espozizzjoni, ara wkoll ETs,.

Standards ta’ prestazzjoni: Standards, imsejsa fuq metodu ta’ referenza vvalidat, i jipprovdu sisien ghall-
evalwazzjoni tat-tqabbil ma’ metodu ta’ ttestjar propost li ghandu l-istess mekkanizmi u l-istess funzjonijiet. Iko-
pru 1) il-komponenti mehtiega tal-metodu ta’ ttestjar; II) lista minima ta’ sustanzi ta’ referenza maghzula minn
fost is-sustanzi wzati sabiex juru l-prestazzjoni accettabbli tal-metodu ta’ referenza vvalidat; u IIl) abbazi tar-
rizultati miksuba ghall-metodu ta’ referenza vvalidat, il-livelli mqabbla ta’ ezattezza u affidabbilta ghandhom jin-
kisbu ghall-metodu ta’ ttestjar propost bl-uzu tal-lista minima tas-sustanzi ta’ referenza.

Affidabbilta: Mizuri li bihom metodu ta’ ttestjar jista’ jigi riprodott maz-zmien, fost u bejn il-laboratorji stess, li
juzaw l-istess protokoll. Din tigi evalwata billi tkun ikkalkulata r-riproduttivita ta’ fost u bejn il-laboratorarji.

Sensittivita: Il-proporzjon tas-sustanzi kollha attivi/pozittivi li huma kklassifikati tajjeb permezz tat-test. Din hija
mizura ta’ ezattezza ghall-metodu ta’ ttestjar li jipproduci rizultati kategorici, u hija importanti li titgies
fl-evalwazzjoni tar-rilevanza tal-metodu ta’ ttestjar.

Specificita: Il-proporzjon tas-sustanzi kollha mhux attivi/negattivi li huma kklassifikati tajjeb permezz tat-test.
Din hija mizura ta’ ezattezza ghall-metodu ta’ ttestjar li jipproduci rizultati kategorici u hija importanti li titqies
fl-evalwazzjoni tar-rilevanza tal-metodu ta’ ttestjar.

Irritazzjoni tal-gilda: Il-produzzjoni ta’ hsara reparabbli fuq il-gilda wara li tigi applikata sustanza tat-test sa
4 sighat. Irritazzjoni tal-gilda hija reazzjoni mhux immunogenika fparti tal-gisem, li titfacca wara ftit Zmien mill-
istimulazzjoni (24). Hija kkaratterizzata principarjament minn process riversibbli li jinvolvi reazzjonijiet
inflammatorji u hafna mis-sinjali karatteristici klini¢i tal-irritazzjoni (eritema (hmura), edema (nefha), hakk u
ugigh) relatati mal-process ta’ infammazzjoni.

L-AMBITU U L-LIMITAZZJONIJIET

Wahda mil-limitazzjoni tat-testijiet fuq il-mudelli ta’ epidermide umana kkostruwita mill-gdid li jagghu fl-ambitu
ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar hija I-fatt li huma jikklassifikaw biss sustanzi bhal dawk li jikkawzaw irritazzjoni
tal-gilda skont il-kategorija 2 tal-GHS tan-NU. Minhabba li ma jippermettux klassifikazzjoni ta’ sustanzi fil-
kategorija mhux obbligatorja 3 kif definita fil-GHS tan-NU, il-bgija tas-sustanzi ma jigux ikklassifikati (minghajr
kategorija). Minhabba I-bzonnijiet regolatorji u l-inkluzjoni possibbli, fil-gejjieni, ta’ kriterji godda, titjib jew
zvilupp ta’ testijiet analogi godda, jista’ jkun li dan il-Metodu ta’ Ttestjar ikollu jigi rivedut.

Dan il-metodu ta’ ttestjar jippermetti l-identifikazzjoni ta’ sustanzi mono-kostiwenti li jikkawzaw irritazzjoni (19),
imma ma jipprovdix informazzjoni adegwata dwar il-korruzjoni tal-gilda. Ma jistghux isiru testijiet fuq gassijiet
u sprej, filwaqt li ghadhom ma gewx ivvalutati tahlitiet fi studju ta’ validazzjoni.
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PRINCIPJU TAT-TEST

Is-sustanza tat-test tigi applikata topikament fuq mudell tridimensjonali tal-epidermide umana kkostruwita mill-
¢did, maghmul minn keratinociti normali u mnissla mill-epidermide umana, Ii huma kkultivati sabiex jiffurmaw
mudell differenzjat sew b’saffi multipli tal-epidermide umana. Huwa maghmul minn saffi bazali, spinuzi u
granulari organizzati, u minn stratum corneum b’saffi multipli fosthom saffi lipidi lamellari intercellulari rran-
gati fsuriet li jixbhu lil dawk in vivo.

[l-prin¢ipju ta’ ttestjar fuq il-mudell tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid huwa msejjes fuq il-premessa li
s-sutanzi li jikkawzaw irritazzjoni jistghu jinfdu l-istratum corneum permezz tad-diffuzjoni u huma cijotossici
ghac-celluli li jinsabu fis-saffi ta’ taht. Il-vijabbilita titkejjel billi ssir konverzjoni tas-sustanza koloranti vitali MTT
[3-(4,5-Dimetiltijazol 1-2-yl)-2, 5-difeniltetrazolju bromuri, Tijazolil blu;) permezz tad-deidrogenazi; in-numru tal-
EINECS, in-numru CAS 298-93-1)], fmelh formazan blu li jitkejjel b’'mod kwantitattiv wara l-estrazzjoni mit-
tessuti (20). Is-sustanzi li jikkawzaw irritazzjoni jigu identifikati mill-kapacita taghhom li jnaqgsu I-vijabbilta
cellulari ghal livelli aktar baxxi mil-livelli tal-limitu (jigifieri < 50 %, ghall-kategorija 2 ta’ irritanti skont il-GHS
tan-NU). Is-sustanzi li jipproducu vijabbiltajiet cellulari oghla mil-livell tal-limitu, ma jigux ikklassifikati (jigifieri
> 50 %, minghajr kategorija).

Is-sistemi ta’ ttestjar fuq il-mudell tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid jistghu jintuzaw sabiex ikunu ttest-
jati solidi, likwidi, semi-solidi u kwalunkwe xama’. Il-likwidi jistghu jkunu jew ma jkunux milwiema; is-solidi
jistghu jkunu jew ma jkunux jinhallu fl-ilma. Fejn huwa possibbli, is-solidi ghandhom ikunu ttestjati fghamla ta’
trab fin. Minhabba li 58 sustanza maghzula bir-reqqa, li jirrapprezentaw firxa wiesgha ta’ klassijiet ta’ kimiki,
kienu inkluzi fil-validazzjoni tas-sistemi ta’ ittestjar fuq il-mudelli tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid,
il-metodi huma mistennija li jkunu applikabbli b'mod generali ghall-klassijiet tal-kimiki kollha (16).
ll-validazzjoni tinkludi 13-l irritant tat-Kat. 2 tal-GHS. Ghandu jigi nnutat li acidi mhux korruzivi, bazijiet,
imluha u sustanzi ohra li mhumiex organi¢i ma kinux inkluzi fil-validazzjoni u fxi klassijiet maghrufa tal-irritanti
organici bhalma huma l-idroperossidu, il-fenols u s-surfrattanti ma kinux inkluzi sa ¢ertu punt.

WIRI TA’ PROFICJENZA

Qabel ma juzaw b'mod sistematiku xi metodu vvalidat li jkun konformi ma’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar,
il-laboratorji jistghu juru x-xewqa li juru I-profi¢jenza teknika taghhom, billi juzaw I-ghaxar sustanzi rrakkoman-
dati fit-Tabella 1. Fl-ambitu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar, il-kategorija mhux obbligatorja 3 tal-GHS tan-NU titqies
dags li kiecku mhijiex kategorija. Ghal metodi ta’ ttestjar godda simili (analogi) zviluppati fl-ambitu ta’ dan
il-Metodu ta’ Ttestjar li ghandhom l-istess strutturi u funzjonijiet bhall-metodi ta’ referenza vvalidati jew ghal
modifikazzjonijiet ta’ metodi vvalidati, l-istandards tal-prestazzjoni deskritti fl-Appendici ta’ dan il-Metodu ta’
Ttestjar ghandhom jintuzaw sabiex, qabel ma jibda jintuza fl-ittestjar regolatorju, jintwera li l-affidabbilta u
l-ezattezza tal-metodu ta’ ttestjar gdid jinsabu flivelli Ii jistghu jitqabblu.

Tabella 1

Sustanzi ta’ profi¢jenza li jinsabu fsottogrupp tas-Sustanzi ta’ Referenza elenkati fl-Appendici

Sustanza Numru CAS Rizultat in vivo Stat fiziku Kategorija tal-GHS
acidu acetiku tan-naftalina 86-87-3 0 S L-ebda kat.
izopropanol 67-63-0 0.3 L L-ebda kat.
stereat tal-metil 112-61-8 1 S L-ebda kat.
butirat tal-eptil 5870-93-9 1.7 L Kat. mhix

obbligatorja 3
salicilat tal-ezil 6259-76-3 2 L Kat. mhix

obbligatorja 3
aldeide ciklamenika 103-95-7 2.3 L Kat. 2
1-bromozean 111-25-1 2.7 L Kat. 2
metakrilat tal-butil 97-88-1 3 L Kat. 2
1-metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 3.3 S Kat. 2
Eptanal 111-71-7 4 L Kat. 2

DESKRIZZJONI TAL-METODU

Din li gejja hija deskrizzjoni tal-komponenti u l-proceduri ta’ ttestjar fuq il-mudell tal-epidermide umana
kkostruwita mill-gdid li tevalwa l-irritazzjoni tal-gilda. Mudell tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid jista’
jinbena, jithejja jew jinkiseb fuq livell kummer¢jali (ez., EpiSkin™, EpiDerm™ u SkinEthic RHE™). Protokolli
standard ghall-metodi ta’ ttestjar ghall-EpiSkin™, 1-EpiDerm™ u Il-IskinEthic RHE™ jistghu jinkisbu mis-sit
[http://ecvam.jrc.ec.europa.eu](21, 22, 23). L-ittestjar ghandu jsir skont dan li gej:
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1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

[I-Komponenti tal-Mudell tal-Epidermide Umana Kkostruwita mill-Gdid
Kundizzjonijiet generali tal-mudell

Ghandhom jintuzaw keratino¢iti normali umani sabiex ikun iffurmat l-epitelju. Taht stratum corneum funzjo-
nali ghandu jkun hemm saffi multipli ta’ celluli epiteljali vijabbli (saff bazali, stratum spinosum, stratum
granulosum). L-istratum corneum ghandu jkun fih saffi multipli li jkun fihom il-profil lipidu mehtieg sabiex jip-
produci barriera funzjonali b’sahhitha sabiex tirrezisti I-penetrazzjoni rapida tas-sustanzi citotossici li jimmar-
kaw, ez., sulfat dodecil tas-sodju (SDS) jew it-Triton X-100. Il-funzjoni tal-barriera tista’ tkun evalwata jew billi
tigi determinata l-koncentrazzjoni li biha s-sustanza li timmarka tnaqqas il-vijabbilta tat-tessuti b’50 % (IC5,) wara
hin fiss ta’ espozizzjoni, jew billi jigi determinat il-hin fiss mehtieg ta’ espozizzjoni sabiex titnaqqas il-vijabbilta
cellulari b’50 % (ET;,) minn meta tigi applikata s-ssutanza li timmarka b’koncentrazzjoni specifika u fissa.
Il-mudell ghandu jkollu karatteristici ghat-trazzin li jevitaw li I-materjal jghaddi madwar l-istratum corneum lejn
it-tessuti vijabbli, li jista’ jwassal ghall-mudell ta’ kwalita hazina tal-espozizzjoni tal-gilda. Il-mudell tal-gilda ma
ghandux ikun ikkontaminat b’batterji, vajrus, mikoplazma, jew fungi.

Kundizzjonijiet funzjonali tal-mudell
Vijabbilta

L-analizi preferita sabiex tkun iddeterminata l-importanza tal-vijabbilta hija I-MTT (20). Id-densita ottika (OD)
tas-sustanza koloranti li tohrog (imdewba) mit-tessuti ttrattati bil-kontroll negattiv (NC) ghandha tkun ghall-
inqas 20 darba ikbar mill-OD tas-solvent ta’ estrazzjoni wahdu. Ghandu jkun dokumentat il-fatt li t-tessuti ttrat-
tati permezz tal-NC huma stabbli meta jigu kkultivati (ipprovdi kejl simili ta’ vijabbilta) ghall-perjodu ta’
espozizzjoni ghat-test.

Il-funzjoni ta’ barriera

L-istratum corneum u l-kompozizzjoni lipida tieghu ghandhom ikunu bizzejjed sabiex jirrezistu I-penetrazzjoni
rapida tas-sustanzi li jimmarkaw citotossici, ez., is-SDS jew it-Triton X-100, kif stmata permezz tal-ICs, jew
I-ET,,.

Morfologija

Ghandha ssir ezaminazzjoni istologika tal-gilda/epidermide kkostruwita mill-gdid minn persunal bi kwalifiki
xierqa li juri l-istruttura tal-gilda/li tixbah lill-epidermide umana (inkluz l-istratum corneum li fih saffi multipli).

Riproducibbilta

Ir-riproducibbilta fir-rizultati tal-metodu i juza mudell specifiku ghandha tintwera ghal tul ta’ zmien, preferib-
bilment permezz ta’ sustanza xierqa ghall-kontroll tal-lott (punt ta’ referenza) (ara I-Appendici).

Kontrolli tal-Kwalita (QC) tal-mudell

Kull lott ta’ mudell epidermali uzat ghandu jilhaq kriterji definiti ghar-rilaxx tal-produzzjoni, fosthom ghall-
vijabbilta (il-paragrafu 1.6.1.2.1) u ghall-funzjoni tal-barriera (il-paragrafu 1.6.1.2.2) huma l-iktar rilevanti. Firxa
accettabbli ta’ valuri (il-limitu ta’ fuq u ta’ taht) ghall-IC5, jew ghall-ET5, ghandha tigi stabbilita mill-fornitur tal-
mudell tal-gilda (jew mill-investigatur li juza mudell “tal-post”). ll-karatteristici li jservu ta’ barriera tat-tessuti
ghandhom ikunu vverifikati mil-laboratorju wara li jaslulu t-tessuti. Ir-rizultati prodotti minn testijiet tat-tessuti
kkwalifikati biss jistghu jigu accettati sabiex jitbassru b'mod affidabbli l-effetti li jikkawzaw irritazzjoni. Bhala
ezempju, il-firxiet ta’ valuri accettabbli ghall-metodi ta’ referenza vvalidati huma moghtija hawn taht.

Tabella 2

Ezempji ta’ kriterji tal-QC ghar-rilaxx tal-lottijiet

Il-limitu baxx ta’ Il-firxa medja tal-valuri I-limitu gholi ta’
accettazzjoni accettabbli accettazzjoni
Metodu ta’ referenza vvalidat 1 | IC;, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml

(18-il siegha ta’ trattament
permezz tas-SDS)

Metodu ta’ referenza vvalidat 2 | ET5, = 4,8 hr ETs, = 6,7 hr ETs, = 8,7 hr
(1 % tat-Triton X100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1

Applikazzjoni tas-Sustanzi tat-Test u tal-Kontroll

Ghal kull trattament kif ukoll ghall-kontrolli ghandu jintuza ghadd bizzejjed ta’ repliki ta’ tessuti (ghall-angas tliet
repliki kull darba). Ghal likwidi kif ukoll ghal sustanzi solidi, ghandha tigi applikata kwantita bizzejjed ta’ sus-
tanza tat-test sabiex jitghatta l-wic¢ tal-gilda b'mod uniformi minghajr ma tintuza doza infinita (ara
d-Definizzjonijiet taht il-punt 1.2), jigifieri ghandu jintuza minimu ta’ 25 pLjcm? jew 25 mg/cm?. Ghal sustanzi
solidi, il-wic¢ tal-epidermide ghandu jixxarrab b'ilma dejonizzat jew distillat gabel ma jigu applikati s-sustanzi,
sabiex ikun zgurat kuntatt tajjeb mal-gilda. Fejn huwa possibbli, is-solidi ghandhom ikunu ttestjati fghamla ta’
trab fin. Fi tmiem il-perjodu ta’ espozizzjoni, il-wic¢ tal-gilda ghandu jitnaddaf sew u breqqa permezz ta’ li jinhall
fsoluzzjoni ta’ ilma jew b’0.9 % NaCl. Skont il-mudell uzat tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid,
il-perjodu ta’ espozizzjoni jista’ jvarja minn kwarta sa siegha, u t-temperatura tal-inkubatur minn 20 sa 37 °C.
Ghal aktar dettalji, ara -Proceduri Standard ghall-Operat ghat-tliet metodi (21, 22, 23).

Fkull studju ghandhom jintuzaw kontrolli negattivi (NC) u pozittivi (PC) simultanjament sabiex jintwera li
l-vijabbilta (NC), il-funzjoni ta’ barriera u s-sensittivita tat-tessuti li tirrizulta (PC) jinsabu ffirxa ta’ accettazzjoni
ddefinita minn qabel. Is-sustanza PC ssuggerita hija tahlita milwiema b’5 % SDS bil-5 %. Is-sustanzi NC suggeriti
huma l-ilma jew tahlita likwida salina ta’ fosfat (PBS).

Kejl tal-Vitalita Cellularii

L-iktar element importanti tal-procedura tat-test hija li -vijabbilta ma titkejjilx minnufih wara l-esponiment ghas-
sustanzi tal-ittestjar, imma wara perjodu ta’ inkubazzjoni tat-tessuti mlahalhin f'sustanza friska ghal perjodu biz-
zejjed ta” hin wara li jsir it-trattament. Dan il-perjodu jaghti lok ghal irkupru minn effetti irritanti dghajfa u biex
jitfaccaw effetti citotossici ¢ari. Waq il-fazi ta’ ottimizzazzjoni tat-test (9, 10, 11, 12, 13), deher li l-ahjar perjodu
ta’ inkubazzjoni wara t-trattament kien ta’ 42 siegha u ghalhekk intuza ghall-validazzjoni tal-metodi ta’ ttestjar
ta’ referenza.

L-analizi ta’ konverzjoni tal-MTT hija metodu kwantitattiv ivvalidat li ghandu jintuza sabiex titkejjel il-vijabbilta
¢ellulari. Hija kompatibbli mal-uzu ta’ mudell ta’ tessuti tridimensjonali. Il-kampjun tal-gilda jitpogga ftahlita ta’
MTT ta’ koncentrazzjoni xierqa (ez., 0.3-1 mg/mL) ghal 3 sighat. Il-prodott precipitat formazan blu huwa estratt
mit-tessuti permezz ta’ solvent (e.g., izopropanol, izopropanol ac¢iduz), u I-koncentrazzjoni tal-formazon titkejjel
billi jigi ddeterminat I-OD £570 nm permezz ta’ filter (bandpass) sa massimu ta’ + 30 nm.

[l-karatteristici ottici tas-sustanza tat-test jew kif tagixxi I-kimika ta’ din is-sustanza fuq I-MTT jistghu jinterferixxu
mal-analizi li tirrizulta fi stima hazina tal-vijabbilta (minhabba li s-sustanza tat-test tista’ timpedixxi jew tinverti
l-generazzjoni tal-kulur kif ukoll tikkawzaha). Dan jista’ jsehh meta I-gilda ma tkunx tlahalhet u tnaddfet sew mis-
sustanza specifika tat-test jew fkaz li s-sustanza tkun ippenetrat l-epidermide. Fkaz li s-sustanza tat-test tagixxi
direttament fuq I-MTT, ikollha kulur naturali, jew tiehu kulur waqt it-trattament tat-tessuti, ghandhom jintuzaw
kontrolli ohra sabiex jidentifikaw u jikkoregu l-interferenza tas-sustanza tat-test mat-teknika uzata biex titkejjel
il-vijabbilta. Ghal deskrizzjoni dettaljata ta’ kif it-tnaqgis dirett tal-MTT jigi ttestjat, jekk joghgbok ikkonsulta
l-protokoll tal-metodu ta’ ttestjar ghall-metodi ta’ referenza vvalidati (21, 22, 23). [l-kulur mhux specifikat (NSC)
dovut ghal dawn l-interferenzi ma ghandux ikun oghla minn 30 % tal-NC (ghall-korrezzjonijiet). Fkaz li I-NSC
ikun > 30 %, is-sustanza tat-test titqies bhala inkompatibbli mat-test.

Kriterji ta’ Valuri Accettabbli tal-Analizi

Ghal kull analizi li tuza lottijiet validi (ara l-paragrafi 1.6.1.2.5), it-tessuti li jigu ttrattati bl-NC ghandhom juru
OD li jirrifletti I-kwalita tat-tessuti li jkunu segwew l-istadji kollha tat-trasport u l-waslien u l-process kollu tal-
protokoll tal-irritazjoni. ll-valuri tal-kontroll OD ma ghandhomx ikunu inqas mil-livelli baxxi rregistrati f'testijiet
precedenti. Bl-istess mod, it-tessuti ttrattati bil-PC, jigifieri, tahlita milwiema b’'5 % SDS, ghandhom jirriflettu
s-sensittivita li jzommu dawn it-tessuti u l-hila taghhom Ii jirreagixxu ghal sustanza li tikkawza irritazzjoni fil-
kundizzjonijiet ta’ kull analizi individwali (ez., vijabbilta ta’ < 40 % ghall-metodu vvalidat ta’ referenza 1,u < 20 %
ghall-metodu ta’ referenza vvalidat 2). Ghandhom ikunu definiti mizuri asso¢jati u xierga ta’ vijabbilta bejn
ir-repliki tat-tessuti (ez. jekk jintuzaw id-devjazzjonijiet standard ghandhom ikunu 18 %).

DEJTA

DEJTA

Ghal kull trattament, id-dejta li tingabar minn kampjuni ta’ testijiet individwali replikati (ez., valuri OD u dejta
migbura dwar il-vijabbiltd cellulari kkalkulata bil-percentwal ghal kull sustanza ttestjata, li tinkludi
I-klassifikazzjoni) ghandha tigi rregistrata fforma ta’ tabella, li tinkludi dejta migbura minn esperimenti ripetuti
kif xieraq. Fi kliem iehor ghandha tkun rrappurtata devjazzjoni mill-medja * standard ghal kull darba li jsir it-test.
Ghandhom jigu rrappurtati l-interazzjonijiet mar-reagent MTT u s-sustanzi kkuluriti tat-test li jkunu gew osser-
vati ghall kull sustanza li tigi ttestjata.
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2.2.

3.1.

INTERPRETAZZJONI TAR-RIZULTATI

Il-valuri tal-OD miksuba ghal kull kampjun tat-test jistghu jintuzaw sabiex jigi kkalkulat il-percentwal tal-
vijabbilta mgabbel mal-NC, li huwa ssettjat 100 %. ll-valur limitat (cut-off value) tal-percentwal tal-vijabbilta cel-
lulari i jiddistingwi irritanti minn sustanzi ta’ testijiet li mhumiex ikklassifikati u I-procedura(i) statistika uzati
sabiex ikunu evalwati r-rizultati u jkunu identifikati sustanzi li jikkawzaw irritazzjoni, ghandhom ikunu definiti
b'mod ¢ar u ddokumentati, u ppruvati b'mod xieraq. Il-valuri limitati li jintuzaw ghat-tbassir tal-irritazzjoni assoc-
jata mal-metodi ta’ referenza vvalidati huma moghtija hawn taht:

[s-sustanza tat-test titgies irritanti ghall-gilda skont il-kategorija 2 tal-GHS tan-NU:

i) jekk il-vijabbilta tat-tessuti wara l-espozizzjoni u l-inkubazzjoni li ssir wara t-trattament tkun inqas jew daqs
50 %.

Is-sustanza tat-test titgies li ma taga’ taht l-ebda kategorija:

i) jekk il-vijabbilta tat-tessuti wara l-espozizzjoni u t-trattament li jsir wara fl-inkubatur hija iktar minn (>) 50 %.

RAPPURTAGG

RAPPORT TAT-TEST

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Is-sustanzi uzati ghall-Ittestjar u ghall-Ikkontrollar

—  l-isem(ismijiet) tal-kimika(i) bhall-ITUPAC jew l-isem u n-numru tal-CAS, jekk ikun maghruf;

— il-purita u l-kompozizzjoni tas-sustanza (fpercentwal(i) skont il-piz);

il-pH, is-solubbilta fl-ilma jekk ikunu maghrufa);
—  it-trattamenti tas-sustanzi tat-test/tal-kontroll qabel ma jkunu ttestjati, jekk applikabbli (ez., it-tishin, it-thin);
— kundizzjonijiet tal-hzin.
Gustifikazzjoni tal-mudell tal-gilda u I-protokoll uzati.
Kundizzjonijiet tat-Test:
—  l-uzu tas-sistema tac-celluli;

— l-informazzjoni dwar il-kalibrazzjoni ghall-istrument tal-kejl, u I-filter (bandpass) uzati biex titkejjel
il-vijabbilta cellulari (ez., l-ispektrofotometru);

— l-informazzjoni shiha ta’ sostenn ghall-mudell specifiku tal-gilda uzata inkluz il-prestazzjoni tieghu. Din
ghandha tinkludi, izda mhijiex limitata ghal:

i) Vijabbilta;

ii) Funzjoni ta’ barriera;

i) Morfologija;

iv) Riproducibbilta u tbassir;

v)  Kontrolli tal-kwalita (QC) tal-mudell;
— dettalji dwar il-procedura tat-test uzata;

— id-dozi uzati ghat-test, kemm jiehdu hin l-espozizzjoni u l-perjodu tal-inkubazzjoni li ssir wara t-trattament;
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deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifikazzjoni tal-procedura tat-test;
referenza ghad-dejta tal-passat tal-mudell. Din ghandha tinkludi, izda mhijiex limitata ghal:
i)  accettazzjoni tad-dejta dwar il-QC b'referenza ghad-dejta tal-passat tal-lott;

ii)  accettazzjoni tal-valuri ta’ kontrolli pozittivi u negattivi breferenza ghall-mezzi ta’ kontrolli u firxiet
pozittivi u negattivi;

deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni uzati li jinkludu I-gustifikazzjoni tal-ghazla tal-punt(i) limitati ghall-
mudell li jintuza ghat-tbassir.

Rizultati:

tabella bid-dejta mill-kampjuni tat-testijiet individwali;

deskrizzjoni ta’ effetti ohra osservati.

Diskussjoni tar-rizultati.

Konkluzjonijiet.
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Appendiéi

Valutazzjoni tal-karatteristici tal-prestazzjoni tal-mudelli proposti tal-epidermide umana kkostruwita mill-gdid
ghall-irritazzjoni tal-gilda in vitro

DAHLA

Il-proceduri i huma proposti ghall-uzu taht dan il-Metodu ta’ Ttestjar ghandhom ikunu evalwati sabiex jiddeterminaw kemm
huma affidabbli u ezatti meta jintuzaw sustanzi li jirrapprezentaw il-firxa tar-rizultati kollha li hargu mit-testijiet dwar
l-irritazzjoni li saru minn Draize. Meta dawn jigu evalwati permezz tal-uzu tal-20 sustanza ta’ referenza rrakkomandati (it-
Tabella 2), il-proceduri proposti ta’ ttestjar ghandhom ikollhom valuri ta’ affidabbilta u ezattezza li jkunu jistghu jitqabblu
ma’ dawk tal-metodu ta’ referenza vvalidat 1 (it-Tabella 3) (1). L-istandards tal-ezattezza u l-affidabbilta li ghandhom jin-
kisbu huma pprovduti taht il-punti I u IIl hawn taht. Sustanzi li huma u li mhumiex ikklassifikati (il-kategorija 2 tal-GHS
tan-NU), li jirrapprezentaw klassijiet rilevanti tal-kimiki huma inkluzi, sabiex il-valuri tal-affidabbilta u l-valuri tal-prestazzjoni
(is-sensittivita, l-ispecificita, ir-rati negattivi foloz, u r-rati pozittivi foloz u l-ezattezza) tal-metodu propost ta’ ttestjar ikunu
jistghu jitqabblu ma’ dawk il-valuri attribwiti lill-metodu ta’ referenza vvalidat 1. L-affidabbilta tal-metodu ta’ ttestjar, kif ukoll
il-kapacita tat-test li jidentifika b'mod tajjeb is-sustanzi li jikkawzaw irritazzjoni li jinsabu fil-kategorija 2 tal-GHS tan-NU,
ghandhom ikunu ddeterminati qabel ma lI-metodu jibda jintuza ghall-ittestjar ta’ sustanzi godda.

STANDARDS TA’ PRESTAZZJONI

L-Istandards tal-Prestazzjoni jkopru t-tliet elementi li gejjin I) [I-Komponenti Mehtiega ghall-Metodu ta’ Ttestjar, II) Is-Sustanzi
ta’ Referenza u III) II-Valuri Definiti tal-Ezattezza u tal-Affidabbilta (2). Dawn I-Istandards ta’ Prestazzjoni huma msejsa fuq
l-Istandards ta’ Prestazzjoni definiti wara t-tlestija tal-istudju tal-validazzjoni tal-irritazzjoni tal-gilda mill-ECVAM (3).

1) Komponenti Mehtiega ghall-Metodu ta’ Ttestjar

Kundizzjonijiet generali tal-mudell

Ghandhom jintuzaw keratinociti normali umani sabiex ikun iffurmat l-epitelju. Taht stratum corneum funzjonali
ghandu jkun hemm saffi multipli ta’ ¢elluli epiteljali vijabbli (saff bazali, stratum spinosum, stratum granulosum).
L-Istratum corneum ghandu jkun fih hafna saffi li jkun fihom profil lipidu li huwa bZonnjuz sabiex jipproduci barriera
li tiffunzjona b’sahhitha sabiex tirrezisti penetrazzjoni li ssir malajr tas-sustanzi ¢itotossici li jimmarkaw, ez., 1-SDS jew
it-Triton X-100. Il-funzjoni tal-barriera tista’ tkun evalwata jew billi tigi determinata I-koncentrazzjoni li biha s-sustanza
li timmarka tnaqqas il-vijabbilta tat-tessuti b’50 % (IC5,) wara hin fiss ta’ espozizzjoni, jew billi jigi determinat il-hin fiss
ta’ espozizzjoni mehtieg sabiex titnaqqas il-vijabbilta cellulari b’50 % (ET5,) minn meta tigi applikata s-sustanza li tim-
marka b’koncentrazzjoni specifika u fissa. Il-mudell ghandu jkollu karatteristi¢i ghat-trazzin li jevitaw li l-materjal
jghaddi madwar l-istratum corneum lejn it-tessuti vijabbli, li jista’ jwassal ghall-mudell ta’ kwalita hazina tal-espozizzjoni
tal-gilda. Il-mudell tal-gilda ma ghandux ikun ikkontaminat b’batterji, vajrus, mikoplazma, jew fungi.

Kundizzjonijiet funzjonali tal-mudell
Vijabbilta

L-analizi preferita sabiex tkun iddeterminata l-importanza tal-vijabbilta hija I-MTT (4). L-OD taz-zebgha (imdewba) li
tohrog mit-tessuti trattati bl-NC ghandu jkun ghall-anqas 20 darba ikbar mill-OD tal-estrazzjoni li ddub wahidha.
Ghandu jkun dokumentat il-fatt li t-tessuti ttrattati permezz tal-NC huma stabbli meta jigu kkultivati (ipprovdi kejl simili
ta’ vijabbilta) ghall-perjodu ta’ espozizzjoni ghat-test.

Il-funzjoni ta’ barriera

L-istratum corneum u l-kompozizzjoni lipida tieghu ghandhom ikunu bizzejjed sabiex jirrezistu I-penetrazzjoni rapida
tas-sustanzi li jimmarkaw citotossici, ez., is-SDS jew it-Triton X-100, kif stmata permezz tal-IC5, jew 1-ETs,,.

Morfologija

Ghandha ssir ezaminazzjoni istologika tal-gilda/epidermide kkostruwita mill-gdid minn persunal bi kwalifiki xierqa li
juri l-istruttura tal-gilda/li tixbah lill-epidermide umana (inkluz l-istratum corneum li fih saffi multipli).
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Riproducibbilta

Ir-riproducibbilta fir-rizultati tal-metodu li juza mudell specifiku ghandha tintwera ghal tul ta’ Zmien, preferibbilment
permezz ta’ sustanza xierqa ghall-kontroll tal-lott (punt ta’ referenza) (ara d-definizzjonijiet fil-punt 1.2).

Kontrolli tal-Kwalita (QC) tal-mudell

Kull lott ta’ mudell epidermali uzat ghandu jilhaq kriterji definiti ghar-rilaxx tal-produzzjoni, fosthom ghall-vijabbilta
(il-paragrafu 1.6.1.2.1) u ghall-funzjoni tal-barriera (il-paragrafu 1.6.1.2.2) huma l-iktar rilevanti. Firxa accettabbli ta’
valuri (il-limitu ta’ fuq u ta’ taht) ghall-IC;, jew ghall-ET, ghandha tigi stabbilita mill-fornitur tal-mudell tal-gilda (jew
mill-investigatur li juza mudell “tal-post”). Il-karatteristici li jservu ta’ barriera tat-tessuti ghandhom ikunu vverifikati mill-
laboratorju wara li jaslulu t-tessuti. Ir-rizultati prodotti minn testijiet tat-tessuti kkwalifikati biss jistghu jigu accettati
sabiex jitbassru b'mod affidabbli l-effetti li jikkawzaw irritazzjoni. Bhala ezempju, il-firxiet ta’ valuri accettabbli ghall-
metodi ta’ referenza vvalidati huma moghtija hawn taht.

Tabella 1

Ezempji ta’ kriterji tal-QC ghar-rilaxx tal-lottijiet

[-limitu baxx ta’ Il-firxa medja ta’ limitu gholi ta’
accettazzjoni accettazzjoni accettazzjoni
Metodu ta’ referenza vvalidat 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18-il siegha ta’ trattament permezz
tas-SDS)
Metodu ta’ referenza vvalidat 2 ETs, = 4,8 hr ETs, = 6,7 hr ETs, = 8,7 hr
(1 % tat-Triton X100)

Sustanzi ta’ Referenza

Is-sustanzi ta’ referenza jintuzaw sabiex ikun iddeterminat jekk l-affidabbilta u l-ezattezza tal-mudell gdid propost tal-
epidermide umana kkostruwita mill-gdid in vitro, li huwa ppruvat li ghandu struttura u funzjoni simili bizzejjed ghal
dawk li nsibu fil-metodi ta’ referenza vvalidati, jew li jirrapprezenta modifikazzjoni zghira fil-metodu ta’ referenza
vvalidat, jindika prestazzjoni li tista’ titqabbel ma’ dik li jaghti I-metodu ta’ referenza vvalidat 1 (1). L-20 sustanza ta’
referenza elenkati fit-Tabella 2 jinkludu sustanzi li jirrapprezentaw klassijiet ta’ kimiki differenti ta” interess, kif ukoll
sustanzi fil-kategorija 2 tal-GHS tan-NU. Is-sustanzi inkluzi fdin il-lista jkopru 10 sustanzi minn fost il-kategorija 2 tal-
GHS tan-NU, 3 sustanzi mill-kategorija 3 mhux obbligatorja tal-GHS tan-NU u 7 sustanzi li ma ghandhomx kategorija.
Skont dan il-Metodu ta’ Testtjar, il-kategorija 3 mhux obbligatorja tal-GHS tan-NU ma titgiesx bhala kategorija. Dawn
is-sustanzi ta’ referenza jirrapprezentaw l-ghadd minimu ta’ sustanzi li ghandhom jintuzaw sabiex ikunu evalwati
l-ezattezza u l-affidabbilta tal-metodu ta’ ttesjtar propost fuq l-epidermide umana kkostruwita mill-gdid ghall-irritazzjoni
tal-gilda. F'sitwazzjonijiet fejn sustanza elenkata ma tkunx disponibbli, jistghu jintuzaw sustanzi ohra li dwarhom hemm
dejta ta’ referenza in vivo xierqa u disponibbli. Jekk ikun mixtieq, sustanzi ohrajn jistghu jigu mizjuda mal-lista minima
ta’ sustanzi ta’ referenza li jirrapprezentaw klassijiet ta’ sustanzi ohra li dwarhom hemm dejta ta’ referenza in vivo xierqa
u disponibbli sabiex tigi evalwata l-czattezza tal-metodu tat-test propost.

Tabella 2

Sustanzi ta’ Referenza li Jiddeterminaw il-Valuri tal-Ezattezza u 1-Affidabbilta ta’ Mudelli tal-Epidermide
Umana Kkostruwita mill-Gdid ghall-Irritazzjoni tal-Gilda

Nru Stat | Rizultatin | OHSKat GHS Kat.

Sustanza () Nru tal-CAS tal-INECS fiziku Vivo t.al-GIHS th-QHS

in vitro in vitro

1-bromur-4-klorobutanu 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Kat. 2 L-ebda kat.
dijetil ftalat 84-66-2 | 201-550-6 L 0 L-ebda kat. | L-ebda kat.
acidu acetiku tan-naftalina 86-87-3 | 201-705-8 S 0 L-ebda kat. | L-ebda kat.
fenossiacetat tal-allil 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 L-ebda kat. | L-ebda kat.
Isopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 L-ebda kat. | L-ebda kat.
4-metil-tio-benzaldeide 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Kat. 2 L-ebda kat.
stereat tal-metil 112-61-8 | 203-990-4 S 1 L-ebda kat. | L-ebda kat.
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Nru Stat Rizultat in GHS Kat. GHS Kat.
Sustanza (") Nru tal-CAS tal-INECS fisiku Vivo t:al-G.HS t.ztl-G.HS
in vitro in vitro
butirat tal-eptil 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 L-ebda kat. | Kat. 3 —
mhux obblig.
Kat. 3
salicilat tal-ezil 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 L-ebda kat. | Kat. mhix
obbligatorja 3
fosfat tat-tri-izobutil 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Kat. 2 Kat. mhix
obbligatorja 3
1-dekanol 112-30-1 203-956-9 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
aldeide ¢iklamenika 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromozean 111-25-1 203-850-2 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
idroklorur ta’ 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-klorometil-3,5-dimetil-4-
metossipiridina
a-terpineol 98-55-5 202-680-6 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
disulfid tad-di-n-propil 629-19-6 | 211-079-8 L 3 L-ebda kat. | Kat. 2
metakrilat tal-butil 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Kat. 2 Kat. 2
benzintiol, 7340-90-1 438-520-9 L 3,3 Kat. 2 Kat. 2
5-(1,1-dimetiletil)-2-metil
1-metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Kat. 2 Kat. 2
Eptanal 111-71-7 203-898-4 L 4 Kat. 2 Kat. 2

() L-20 sustanza ta’ referenza jinkludu ghazla rapprezentattiva minn 58 sustanza li kienu uzati originarjament sabiex jigi vvalidat
il-metodu ta’ referenza 1 (EpiSkin™). Lista shiha ta’ sustanzi ttestjati u l-kriterji ta’ kif jintaghzlu dawn is-sustanzi huma disponibbli (5).

Is-sustanzi elenkati fit-Tabella 2 jipprovdu tqassim rapprezentattiv tat-58 sustanza uzata fl-istudju internazzjonali ta’
validazzjoni dwar l-irritazzjoni tal-gilda li sar mill-ECVAM (1). L-ghazla taghhom hija bbazata fuq il-kriterji li gejjin:

—  Is-sustanzi huma disponibbli fuq livell kummer¢jali

— jirrapprezentaw il-firxa shiha tal-gradazzjoni tal-irritazzjoni Draize (minn sitwazzjoni mhux irritanti sa sitwazzjoni
li tikkawza irritazzjoni qawwija))

— ghandhom struttura kimika definita sew

— jirrapprezentaw ir-riproduzzjoni tal-metodu vvalidat u l-kapacita mbassra kif determinati fl-istudju ta’ validaz-
zjoni li sar mill-ECVAM

— jirrapprezentaw il-funzjoni tal-kimika uzata fil-process ta’ validazzjoni

— mhumiex asso¢jati ma’ xi profil estremament tossiku (ez. karc¢inogenu jew tossiku ghas-sistema riproduttiva) u
l-ispejjez ghar-rimi taghhom mhumiex kontra 1-ligi.

Valuri li Jiddefinixxu l-Ezattezza u l-Affidabbilta

[l-prestazzjoni (is-sensittivita, l-ispecifita, ir-rata negattiva falza, ir-rata pozittiva falza u l-ezattezza) tal-metodu ta’ ttestjar
propost ghandhom ikunu jistghu jitqabblu mal-valuri tal-metodu ta’ referenza vvalidat 1 (it-Tabella 3), jigifieri
is-sensittivita ghandha tkun daqs jew iktar () minn 80 %, l-ispecifita ghandha tkun dags jew iktar (z) minn 70 %, u
l-ezattezza ghandha tkun daqs jew iktar (2) minn 75 %. [l-valuri tal-prestazzjoni ghandhom jigi kkalkulati billi jintuzaw
il-klassifikazzjonijiet kollha miksuba ghall-20 sustanza fid-diversi laboratorji li jippartecipaw. Il-klassifikazzjoni ghal kull
sustanza f'kull laboratorju ghandha tinkiseb billi jintuza l-valur medju ta’ vijabbilta li jirrizulta minn sensiela ta’ testijiet
differenti li jsiru (minimu ta’ tliet sensiela ta’ testijiet).
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Tabella 3

II- prestazzjoni tal-Metodu ta’ Referenza Vvalidat 1 (?)

Metodu ta’ Nru. ta’ Sensittivita s Rata Negattiva | Rata Pozittiva .
. . ensittivita Specificita Ezattezza
ttestjar Sustanzi Falza Falza

Metodu ta’ 58 87,2% (%) 71,1 % (?) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
Referenza

Vvalidat 1 (1)

Metodu ta’ 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
Referenza

Vvalidat 1 (1)

(1) Episkin™
(?) Imsejjes fuq 13-il irritant tal-kategorija 2 tal-GHS.
(%) Imsejjes fuq 45 irritant tal-kategorija 3 tal-GHS jew tal-GHS li ma fihiex kategoriji tal-kimiki.

L-affidabbilta tal-metodu ta’ ttestjar propost ghandha tkun tista’ titqabbel ma’ dik tal-metodi ta’ referenza vvalidati.

Riproducibbilita fil-laboratorju

ll-valutazzjoni tal-varjabbilta fil-laboratorju ghandha turi konkordanza ta’ dags jew iktar (=) minn 90 % fost
il-klassifikazzjonijiet (il-kategorija 2/minghajr kategorija) miksuba minn diversi sensieli ta’ testijiet tal-20 Sustanza ta’
Referenza li jsiru b’'mod indipendenti flaboratorju wiehed..

Riproducibilita bejn il-laboratorji

ll-valutazzjoni tar-riproducibilitd bejn il-laboratorji mhijiex mehtiega jekk il-metodu propost ta’ ttestjar se jintuza
flaboratorju wiehed biss. Ghall-metodi li ghandhom jigu ttrasferiti bejn il-laboratorji, il-konkordanza bejn
il-klassifikazzjonijiet (il-kategorija 2/minghajr kategorija) miksuba ftestijiet differenti tal-20 Sustanza ta’ Referenza li jsiru
b'mod indipendenti ghandha issir minn preferibbilment ghall-inqas tliet laboratorji u ghandha tkun daqs jew iktar (>)
minn 80 %.
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(") It-Tabella 3 tipprovdi l-prestazzjoni tal-metodu ta’ referenza vvalidat 1, b’harsa lejn il-kapacita tieghu li jidentifika sew is-sustanzi irritanti

(il-kategorija 2 tal-GHS tan-NU) u s-sustanzi li mhumiex ikklassifikati (minghajr kategorija, inkluz il-kategorija 3 li mhix obbligatorja)
ghat-58 u 1-20 Sustanza ta’ Referenza (it-Tabella 2), rispettivament.
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1.1.

1.2.

ANNESS IV

C.3. ALKA TAL-ILMA HELU U CANOBATTER]JI, TEST TA’ INIBIZZJONI TAT-TKABBIR

METODU

Dan il-metodu huwa ekwivalenti ghall-OECD TG 201 (2006) (1).

INTRODUZZJONI

II-Metodi ta’ Ttestjar jigu perjodikament riveduti u aggornati fid-dawl tal-progress xjentifiku. II-Metodu ta’ Ttestjar
C.2 kellu bzonn jigi rivedut sabiex jinkludi specijiet addizzjonali u sabiex jilhaq ir-rekwiziti tal-valutazzjoni tal-
periklu u I-klassifikazzjoni tal-kimiki. Ir-revizjoni tlestiet fuq il-bazi ta’ esperjenza prattika estensiva, progress
xjentifiku fil-gasam ta’ studji tat-tossicita tal-alka, u uzu regolatorju estensiv, li sehhew minn Zmien l-adozzjoni
originali.

DEFINIZZJONIJIET
Id-definizzjonijiet u t-tagsiriet li gejjin huma uzati ghall-ghanijiet ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar:

Bijomassa: hija 1-piz niexef ta’ materja hajja prezenti fpopolazzjoni espress ftermini ta’ volum partikolari; ez. mg
alka/litru soluzzjoni tat-test. Is-soltu I-“bijomassa” hija mfissra bhala massa, izda fdan it-test, din il-kelma hija uzata
sabiex tirreferi ghall-massa skont il-volum. Ukoll fdan it-test, sostituti ghall-bijjomassa, bhall-ghadd ta’ ¢elloli,
fluworexxenza, ec¢. huma imkejla tipikament u l-uzu tat-terminu “bijomassa” ghalhekk jirreferi ghal dan il-kejl ta’
sostituzzjoni ukoll.

Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni: huwa kejl bla dimensjoni tal-varjabbilta ta’ parametru, imfisser bhala l-proporzjon tad-
devjazzjoni fissa ghall-medja. Dan jista’ wkoll jigi espressa bhala valur percentwali. Il-koefficjent medju ta’
varjazzjoni tar-rata specifika medja ta’ tkabbir fkoltivazzjonijiet ta’ kontroll replikati ghandha tigi kkalkulata kif gej:

1. Ikkalkula % CV tar-rata medja specifika ta’ tkabbir mir-rati tat-tkabbir ta’ kuljum/sezzjoni b'sezzjoni ghar-
replika rispettiva.

2. Ikkalkula l-valur medju tal-valuri kollha kkalkulati fil-punt 1 sabiex tikseb il-koeffi¢jent medju tal-varjazzjoni
tar-rata specifika ta’ tkabbir ta’ kuljum/sezzjoni b’sezzjoni fkoltivazzjonijiet ta’ kontroll replikati. ECx:

hija I-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test li tigi tinhall fil-midjum tat-test li tirrizulta £x % (ez. 50 %)
tnaqgis fit-tkabbir tal-organizmu tat-test fi Zmien certu perjodu ta’ esponiment (li ghandu jissemma esplicitament
jekk ivarja mit-tul massimu jew normali tat-test). Sabiex issir denotazzjoni li ma hijiex ambigwa ta’ valur ta’ EC li
jidderiva mir-rata ta’ tkabbir jew mill-prodott, is-simboli “E,C” u “E,C” jigu uzati rispettivament.

Midjum ta’ tkabbir: huwa |-midjum shih sintetiku ta’ koltivazzjoni li fih jikbru l-alka tat-test meta jigu esposti ghas-
sustanza tat-test. Is-sustanza tat-test tigi normalment mahlula fil-midjum tat-test.

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

L-Angqas Effett ta’ Koncentrazzjoni Osservat (LOEC): hija l-inqas koncentrazzjoni ttestjata fejn is-sustanza hija
osservata li jkollha effett ta’ tnaqqis fuq it-tkabbir li huwa statistikament sinifikanti (fp, 0.05) meta mqgabbla mal-
kontroll, matul ¢ertu perjodu ta’ esponiment. Madankollu, il-koncentrazzjonijiet kollha tat-test li jkunu 1 fuq mil-
LOEC ghandu jkollhom effett li jaghmel il-hsara dags jew akbar minn dawk osservati fLOEC. Meta dawn iz-zewg
kundizzjonijiet ma jkunux jistghu jigu sodisfatti, trid tinghata spjegazzjoni dettaljata ghal kif I-LOEC (u ghalhekk
I-NOEC) gie maghzul.

L-Ebda Effett ta’ Koncentrazzjoni Osservat (NOEC): huwa l-koncentrazzjoni tat-test immedjatament taht
I-LOEC.
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1.3.

1.4.

1.5.

Varjabbli ta’ rispons: hija varjabbli ta’ stima ta’ tossicita li gejja minn parametri mkejla li jiddeskrivu l-bjjomassa
b'metodi ta’ kalkolu differenti. Ghal dan il-metodu, rati ta’ tkabbir u prodott huma varjabbli ta’ rispons li gejjin mill-
kejl dirett tal-bijomassa jew wiched mis-sostituti msemmija.

Rata specifika ta’ tkabbir: hija varjazzjoni ta’ rispons mfissra bhala l-kwozjent tad-differenza tal-logaritmi natu-
rali ta’ parametru ta’ osservazzjoni (fdan il-Metodu ta’ Ttestjar, il-bijomassa) u I-perjodu ta’ hin rispettivi.

Prodott: huwa l-valur ta’ kejl li jvarja fl-ahhar tal-perjodu ta’ esponiment bi tnaqgis tal-valur tal-kejl li jvarja fil-bidu
tal-perjodu tal-esponiment sabiex jesprimi z-zieda fil-bijomassa matul it-test.

APPLIKABILITA TAT-TEST

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa applikat l-aktar facilment ghal sustanzi li jinhallu fl-ilma li, taht il-kundizzjonijiet
tat-test, x'aktarx jibqghu fl-ilma. Ghall-ittestjar ta’ sustanzi li ma jibqghux fl-ilma, li jixterdu hafna, kuluriti, li
ghandhom livell baxx ta’ solubilita fl-ilma jew sustanzi li jistghu jaffettwaw d-disponibbilita tan-nutrijenti jew mine-
rali fil-midjum tat-test, certu modifikazzjonijiet tal-procedura deskritta jistghu jkunu rikjesti (ez. sistema maghluga,
kundizzjonar tar-recipjenti tat-test). Gwida dwar modifikazzjonijiet approprjati hija moghtija £(2), (3) u (4).

PRINCIPJU TAT-TEST.

L-ghan ta’ dan it-test huwa li jigi determinat l-effett ta’ sustanza fuq it-tkabbir ta’ alka mikroskopika tal-ilma helu
ufjew canobatterji. Organizmi tat-test li jikbru esponenzjalment huma esposti ghas-sustanza tat-test fi grupp ta’
koltivazzjonijiet ghal perjodu normalment ta’ 72 siegha. Minkejja z-zmien relattivament qasir ghat-twettiq tat-test,
jistghu jigu vvalutati effetti fuq diversi generazzjonijiet.

Ir-rispons tas-sistema huwa n-nuqqas ta’ tkabbir fserje ta’ koltivazzjonijiet ta’ alka (unitajiet tat-test) esposti ghall-
koncentrazzjonijiet varji ta’ sustanza tat-test. Ir-rispons huwa vvalutat bhala funzjoni tal-koncentrazzjoni tal-
esponiment mqabbla mat-tkabbir medju tar-replika, koltivazzjonijiet kontrollati li ma humiex esposti. Ghal
espressjoni shiha tar-rispons tas-sistema ghal effetti tossici (sensittivita ottima), il-koltivazzjonijiet jithallew jikbru
b'mod li ma huwiex esponenzjalment ristrett taht kundizzjonijiet ta’ nutrizzjoni suffi¢jenti u dawl kontinwu ghal
perjodu ta’ zmien suffi¢jenti sabiex jitkejjel it-tnaqqis tar-rata specifika ta’ tkabbir.

It-tkabbir u l-inibizzjoni ta’ tkabbir huma kkwantifikati minn kejl tal-bjjomassa tal-alka bhala funzjoni tal-hin.
[l-bjjomassa tal-alka hija mfissra bhala I-piz niexef skont il-volum, ez. mg alka/litru tas-soluzzjoni tat-test. Huwa
madankollu difficli li jitkejjel il-piz niexef u ghalhekk jintuzaw parametri ta’ sostituzzjoni. Minn dawn is-sostituti,
kwantitajiet ta’ celloli jintuzaw l-aktar ta’ spiss. Parametri ohra ta’ sostituzzjoni jinkludu volum ta’ cellola,
fluworexxenza, densita ottika, ecc. Fattur ta’ konverzjoni bejn il-kejl tal-parametru ta’ surrogazzjoni u l-bijomassa
ghandu jkun maghruf.

Il-konkluzjoni tat-test hija l-inibizzjoni tat-tkabbir, espress bhala z-zieda logaritmika fil-bijjomassa (rata medja ta’
tkabbir specifika) matul il-perjodu ta’ esponiment. Mir-rata medja ta’ tkabbir specifika registrata fserje ta’
soluzzjonijiet tat-test, il-koncentrazzjoni ggib maghha x % specifikat ta’ rata ta’ inibizzjoni ta’ tkabbir (ez. 50 %)
determinata u espressa bhala 1-E,C, (ez. E.Cs).

Ghall-applikazzjoni ta’ dan il-metodu fi hdan il-qafas regolatorju tal-UE, il-kalkolu tar-rizultati ghandu jkun ibbazat
fuq medja ta’ rata ta’ tkabbir specifika ghar-ragunijiet deskritti fit-tagsima 2.2 hawn taht. Rispons varjabbli
addizzjonali uzat f'dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa prodott, li jista’ jkun mehtieg sabiex jintlahqu rekwiziti regola-
torji specifici f¢ertu pajjizi. Hija mfissra bhala bijomassa fl-ahhar tal-perjodu ta’ esponiment li minnha tnaqqas
il-bijomassa fil-bidu tal-perjodu ta’ esponiment. Mill-prodott registrat fserje ta’ soluzzjonijiet tat-test,
il-kon¢entrazzjoni ggib maghha x % specifikat ta’ rata ta’ inibizzjoni ta’ prodott (ez. 50 %) determinata u espressa
bhala I-E,C, (ez. E,Cs).

Minbarra dan, l-anqas effett ta’ kon¢entrazzjoni uzat (LOEC) u l-ebda effett ta’ koncentrazzjoni osservat (NOEC) jista’
jigi ddeterminat statistikament.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA TAT-TEST

Informazjoni fuq is-sustanza tat-test, li tista’ tkun mehtiega sabiex jigu stabbiliti -kundizzjonijiet tat-test, tinkludi
I-formula strutturali, purita, stabbilta fid-dawl, stabbilta taht il-kundizzjonijiet tat-test, proprjetajict ta’ assorbiment
ta’ dawl, pKa, u rizultati ta’ studji ta’ trasformazzjoni li jinkludu bijodegradabilita fl-ilma.
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Is-solubilita fl-ilma, il-koeffi¢jent ta’qsim tal-ilma tal-octanol (P,,) u l-pressa tal-fwar tas-sustanza tat-test ghandhom
ikunu maghrufa, u metodu li gie validat ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza fis-soluzzjonijiet tat-test b'registrazzjoni
tal-effi¢jenza ta’ rkupru u I-limitu tal-kixfa ghandhom ikunu disponibbli.

IS-SUSTANZA TA’ REFERENZA

Is-sustanza(i) ta’ referenza, bhal 3,5-dichlorophenol uzata fit-test internazzjonali tac-cirku (4), tista tigi ittestjata
bhala midjum ta’ iccekkjar tal-procedura tat-test. ll-potassju tad-dichromate jista’ jigi wkoll uzat bhala sustanza ta’
referenza ghal alka hadra. Huwa desiderabbli li sustanza ta’ referenza tigi ttestjata minn tal-inqas darbtejn f'sena.

VALIDITA TAT-TEST.
Sabiex it-test ikun validu, ghandu jkun hemm konformita mal-kriterji ta’ ezekuzzjoni li gejjin:

— Il-bijomassa fil-koltivazzjonijiet taht kontroll ghandha tkun Zdiedet esponenzjalment b'fattur ta’ mill-anqas 16
matul il-perjodu tat-test ta’ 72 siegha. Din tikkorrispondi ghal rata ta’ tkabbir specifika ta’ 0.92 gurnata™.
Ghall-ispeci uzata l-aktar ta’ spiss, ir-rata ta’ tkabbir is-soltu hija sostanzjalment oghla (ara I-Appendici 1). Dan
il-kriterju ma jistax jintlahaq meta jigu uzati l-ispeci li jikbru aktar bil-mod minn dawk imnizzla fl-Appen-
di¢i 1. Fdan il-kaz, il-perjodu tat-test ghandu jigi estiz sabiex jinkiseb tkabbir tal-inqas ta’ 16-il darba
fkoltivazzjonijiet taht kontroll, fil-waqt li t-tkabbir ghandu jkun esponenzjali matul il-perjodu tat-test.
Il-perjodu tat-test jista’ jigi mnaqqas tal-inqas ghall-48 siegha sabiex jinzamm tkabbir esponenzjali illimitat
matul it-test, sakemm il-fattur ta’ multiplikazzjoni minimu ta’ 16 jintlahag.

—  Il-koeffi¢jent medju ta’ varjazzjoni ghall-rati ta’ tkabbir specifici sezzjoni b’sezzjoni (gurnata 0-1, 1-2 u 2-3,
ghal testijiet ta’ 72 siegha) fkoltivazzjonijiet taht kontroll (ara t-tagsima 1.2 taht “koeffi¢jent ta’ varjazzjoni”)
ma jistghux jeccedu 35 %. Ara it-tieni paragrafu fit-tagsima 2.2.1 ghall-kalkulazzjoni ta’ rata ta’ tkabbir spe-
cifika sezzjoni b’sezzjoni. Dan il-kriterju japplika ghall-valur medju ta’ koeffi¢jenti ta’ varjazzjoni kkalkulati
ghall-koltivazzjonijiet taht kontroll li huma replikati.

— Il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ta’ rati medji ta’ tkabbir specifici matul il-perjodu shih tat-test fkoltivazzjonijiet
taht kontroll li huma replikati ma jridx jeccedi 7 % f'testijiet bil-Pseudokirchneriella subcapitata u Desmodesmus
subspicatus. Ghal spedi ittestjati b'mod inqas ta’ spiss, il-valur ma jistax jeccedi I-10 %.

DESKRIZZJONI TAL-METODU

Apparat

Recipjenti tat-test u apparat ichor, li ser jigu fkuntatt mas-soluzzjonijiet tat-test ghandhom ikunu maghmula
totalment minn hgieg jew materjal iehor li huwa kimikament inattiv. L-apparat ghandu jigi mahsul sewwa sabiex
jigi zgurat li l-ebda kontaminanti organici jew inorganici jistghu jindahlu fit-tkabbir tal-alka jew fil-kompozizzjoni
tas-soluzzjonijiet tat-test.

Ir-recipjenti tat-test normalment ikunu fliexken tal-hgieg ta’ dimensjonijiet i jhallu volum suffi¢jenti ta’ koltivaz-
zjoni ghall-kejl matul it-test u trasferiment suffi¢jenti ta’ massa ta’ CO, mill-atmosfera (ara t-tieni paragrafu fit-
tagsima 1.8.9). Ta’ min jinnota li I-volum tal-likwidu jrid ikun suffi¢jenti ghal determinazzjonijiet analiti¢i (ara
l-hames paragrafu fit-tagsima 1.8.11).

Barra minnn hekk, xi uhud jew kull wiehed mill-apparat hawn taht imsemmi huma mehtiega:

— Apparat ta’ culturing: gabinett jew kamra hija rakkomandata, fejn it-temperatura ta’ inkubazzjoni maghzula
tista’ tigi mizmuma ghal £ 2 °C.

—  Strumenti ta’ kejl ta’ dawl: huwa importanti li jigi nnotat li I-metodu ta’ kejl tal-intensita tad-dawl, u b'mod
partikolari t-tip ta’ ricevitur (kollettur), ser jaffettwa l-valur imkejjel. Preferibbilment, il-kejl ghandu jigi
maghmul permezz ta’ ricevitur sferiku (4 n) (li jirrispondi ghal dawl dirett u rifless mill-angoli kollha fuq u taht
il-pjan ta’ kejl), jew ricevitur ta’ 2  (li jirrispondi ghal dawl mill-angoli kollha ‘1 fuq mill-pjan ta’ kejl).

—  Apparat sabiex jiddetermina I-bijomassa tal-alka. L-ghadd ta’ celloli, i huwa I-parametru ta’ sostituzzjoni uzat
l-aktar ta’ spiss ghall-bijjomassa tal-alka, jista’ jigi maghmul permezz tal-uzu ta’ magna li tghodd il-particelli
elettronici, mikroskopju b’kamra tal-ghadd, jew cytometer ta’ fluss. Sostituti ohra ghall-bjjomassa jistghu jigu
mkejla permezz ta’ cytometer ta’ fluss, fluorimeter, spectrophotometer jew colorimeter. Fattur ta’ konverzjoni
li jagleb I-ghadd ta’ celloli f'piz niexef huwa ta’ ghajnuna sabiex isiru I-kalkulazzjonijiet. Sabiex jigi pprovdut
kejl 1i jkun ta’ uzu fkuncentrazzjonijiet baxxi ta’ bijomassa meta jintuza spectrophotometer, jista’ jkun neces-
sarju li jintuzaw tubi trasparenti (cuvettes) b'passagg ta’ dawl minn tal-ingas ta’ 4 ¢m.
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Organizmi tat-test.

X'uhud mill-ispeci ta’ alka mikroskopika u ¢anobatterji li ma humiex imwahhla jistghu jigu uzati. Gie ppruvat
permezz tal-procedura tat-test specifikata fdan il-Metodu ta’ Ttestjar li r-razez imnizzla fl-Appendici 1 huma
adattati..

Jekk speci ohra jigu uzati, ir-razza ufjew l-origini ghandhom jigu rrappurtati. Ghandu jigi kkonfermat li t-tkabbir
esponenzjali tal-alka maghzula ghat-test jista’ jinzamm matul il-perjodu tat-test taht il-kundizzjonijiet prevalenti.

Midjum ta’ tkabbir

Zewg midja alternattivi ta’ tkabbir, I-midja OECD u AAP, huma rakkomandati. Il-kompozizzjoni ta’ dawn il-midja
tidher fl-Appendici 2. Ta’ min jinnota li l-valur tal-pH inizjali u l-kapacita li tnaqqas l-impatt (tirregola z-zieda ta’
pH) taz-zewg midja huma differenti. Ghalhekk ir-rizultati tat-testijiet jistghu jkunu differenti skont il-midjum uzat,
partikolarment meta sustanzi li jonizzaw jigu ttestjati.

Modifikazzjonijiet tal-midja ta’ tkabbir jistghu jkunu mehtiega ghal certu ghanijiet, ez. meta jigu ttestjati metalli u
chelating agents jew ittestjar ghal valuri differenti ta’ pH. Uzu ta’ midjum modifikat irid ikun deskritt fdettal u gus-
tifikat (3)(4).

Koncentrazzjoni ta’ bijomassa inizjali

[I-bjjomassa inizjali fkoltivazzjonijiet tat-test ghandha tkun l-istess fil-koltivazzjonijiet tat-test kollha u suffi¢jente-
ment baxxa sabiex jithalla tkabbir esponenzjali matul il-perjodu ta’ inkubazzjoni minghajr riskju li jispiccaw
in-nutrijenti. ll-bijomassa originali ma ghandiex teccedi 0.5 mg/l bhala piz niexef. ll-koncentrazzjonijiet ta’ celloli li
gejjin huma rakkomandati:

Pseudokirchneriella subcapitata 5x10°-10*  ¢ellolijml
Desmodesmus subspicatus 2-5x 10° celloli/ml
Navicula pelliculosa 10* ¢ellolijml
Anabaena flos-aquae 10* celloli/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10%10°  ¢elloli/ml

Koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test

L-isfera ta’ koncentrazzjoni fejn l-effetti x'aktarx jigru tista’ tigi determinata fuq il-bazi ta’ rizultati minn testijiet
sabiex tinstab l-imsemmija sfera. Ghat-test finali definittiv, mill-ingas hames koncentrazzjonijiet arrangati f'serje
geometrika b'fattur li ma jeccedix 3.2 ghandu jinghazel. Ghal sustanzi tat-test li juru kurva catta ta’ rispons ghal
koncentrazzjoni, fattur oghla jista’ jkun gustifikat. Is-serjiet ta’ koncentrazzjoni ghandhom preferibbilment jestendu
fuq il-klassi li jikkawzaw rata ta’ inibizzjoni ta’ tkabbir ta’ alka ta’ 5-75 %.

Repliki u kontrolli

Id-disinn tat-test ghandu jinkludi tliet repliki fkull koncentrazzjoni tat-test. Jekk id-determinazzjoni tan-NOEC ma
huwiex mehtieg, id-disinn tat-test jista’ jigi mibdul sabiex jizdiedu l-ghadd ta’ koncentrazzjonijiet u jongsu I-ghadd
ta’ repliki ghal kull koncentrazzjoni. L-ghadd ta’ repliki ta’ kontroll irid ikun minn tal-inqas tlieta, u idealment
ghandu jkun darbtejn l-ghadd ta’ repliki uzati ghal kull koncentrazzjoni tat-test.

Sett separat ta’ soluzzjonijiet tat-test jista’ jigi ppreparat ghal determinazzjonijiet analitici tal-koncentrazzjonijiet tas-
sustanza tat-test (ara r-raba’ u s-sitt paragrafi f'sezzjon 1.8.11).

Meta materjal li jholl huwa uzat sabiex iholl is-sustanza tat-test, kontrolli addizzjonali li jikkontjenu 1-materjal li
jholl fl-istess koncentrazzjoni bhal dik uzata fil-koltivazzjonijiet tat-test trid tigi inkluza fid-disinn tat-test.

Preparazzjoni ta’ koltivazzjoni mlaggma

Sabiex l-alka tat-test tigi adattata ghall-kundizzjonijiet tat-test u jigi zgurat illi l-alke huma fil-fazi ta’ tkabbir
esponenzjali meta uzati sabiex tinnokula s-soluzjonijiet tat-test, koltivazzjoni mlaqgma fil-midjum tat-test hija
ippreparata 2-4 ijiem qabel il-bidu tat-test. 1l-bijomassa tal-alka ghandha tigi irrangata sabiex thalli t-tkabbir
esponenzjali jipprevali fil-koltivazzjoni mlaggma sakemm it-test jibda. Il-koltivazzjoni mlagqma ghandha tigi inku-
bata taht l-istess kundizzjonijiet tal-koltivazzjonijiet tat-test. Kejjel iz-zieda tal-bijomassa fil-koltivazzjoni mlagqma
sabiex tizgura li t-tkabbir huwa gewwa l-portata normali ghar-razza tat-test taht kundizzjonijiet ta’ culturing.
Ezempju tal-procedura ghal culturing tal-alka huwa deskritt fl-Appendici 3. Sabiex jigu evitati divizjonijiet ta’ cel-
loli sinkroni¢i matul it-test, it-tieni pass ta’ propagazzjoni tal-koltivazzjoni mlaqqma jista’ jkun mehtieg.
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Preparazzjonijiet tas-soluzzjonijiet tat-test

Is-soluzzjonijiet tat-test kollha jridu jikkontjenu l-istess koncentrazzjonijiet ta’ midjum ta’ tkabbir u bijomassa iniz-
jali tal-alke tat-test. Soluzzjonijiet tat-test tal-koncentrazzjonijiet maghzula solitament huma ppreparati billi
tithawwad soluzzjoni ta’ stock tas-sustanza tat-test mal-midjum ta’ tkabbir u koltivazzjoni mlagqma. Soluzzjonijiet
ta’ stock huma normalment ippreparati billi s-sustanza tigi mahlula fil-midjum tat-test.

Materjali li jhollu, ez. acetone, alcohol t-butyl u dimethyl formamide, jistghu jigu uzati bhala reffiegha sabiex izidu
sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma mal-midjum tat-test (2)(3). Il-koncentrazzjoni ta’ solventi ma ghandhiex teccedi
100 pl/l, u l-istess koncentrazzjoni ta’ solventi ghandha tigi mizjuda mal-koltivazzjonijiet kollha (li jinkludi
l-kontrolli) fis-serjiet tat-test.

Inkubazzjoni

Ir-recipjenti tat-test ghandhom jitghattew b'tap li tghaddi minnu l-arja. Ir-recipjenti jigu mhawwda u mqieghda
fapparat ta’ culturing. Matul it-test huwa mehtieg li I-alke jinzammu f'sospensjoni u sabiex tiffacilita trasferiment
ta’ CO,. Ghal dan il-ghan, ghandu jintuza ¢aqliq u tahwid kostanti. Il-koltivazzjonijiet ghandhom jigu mizmuma
b'temperatura fl-isfera ta’ 21 sa 24 °C, ikkontrollati b’t 2 °C. Ghal speci ohra minbarra dawk imnizzla fl-Appen-
dici 1, ez. speci tropikali, temperaturi oghla jistghu jkunu xierqa, jekk il-kriterju ta’ validita jista’ jkun milhuq. Huwa
rakkomandat li I-fliexken jitpoggew kif gie gie u li jergghu jitpoggew ta’ kuljum fl-inkubatur.

II-pH tal-midjum ta’ kontroll ma ghandux jizdied b’aktar minn 1.5 unita matul it-test. Ghal metalli u komposti li
jonizzaw parzjalment b’pH madwar il-pH tat-test, jista’ jkun mehtieg li d-differenza fil-pH tigi limitata sabiex jin-
kisbu rizultati reproducibbli u mfissra sew. Differenza ta’ < 0.5 pH unita hija teknikament fattibbli u tista’ tigi mik-
suba 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 titnaqqas id-domanda ghal CO, billi titnaqqas il-bijomassa
tal-bidu jew it-tul tat-test.

Tl-wicc fejn il-koltivazzjonijiet huma inkubati ghandu jircievi illuminazzjoni fluworexxenti kontinwa u uniformi ez.
ta’ dawl tat-tip “cool-white” jew “daylight”. Razez ta’ alke u canobatterji jvarjaw fir-rekwiziti taghhom ta’ dawl.
L-intensita tad-dawl ghandha tintghazel sabiex tagbel mal-organizmu tat-test li jintuza. Ghall-ispeci rakkomandata
ta’ alka hadra, l-intensita tad-dawl fil-livell tas-soluzzjonijiet tat-test ghandha tintghazel mill-isfera ta’
60-120 pE'm s 'meta mkejla fl-isfera ta’ frekwenza effettiva fotosintetikament ta’ 400-700 nm meta jintuza rice-
vitur xieraq. Ghadd ta’ speci, b'mod partikolari Anabaena flos-aquae, jikbru sewwa finqas intensitajiet ta’ dawl u
jistghu jgarrbu hsarat fintensitajiet gholja. Ghal dawn l-ispeci ghandha tintghazel intensita ta’ dawl medja fl-isfera
ta’ 40-60 pE-m 25", (Ghal ghodod li jkejjlu d-dawl kalibrati flux, gamma ekwivalenti ta’ 4 440-8 880 lux ghal dawl
cool white tikkorrispondi approssimattivament ghall-intensita ta’ dawl rakkomandata ta’ 60-120 pE-m 2s').
L-intensita ta’ dawl ma ghandiex tvarja aktar minn + 15 % mill-intensita ta’ dawl medja fuq l-arja ta’ inkubazzjoni.

Dewmien tat-test

Id-dewmien tat-test normalment huwa ta’ 72 siegha. Pero, zminijiet tat-test itwal jew iqsar jistghu jigu uzati, dejjem
jekk il-kriterji ta’ validita fit-tagsima 1.7 jistghu jintlahqu.

Kejl u determinazzjonijiet analitici

Il-bijomassa tal-alka fkull flixkun hija determinata tal-inqas ta’ kuljum matul il-perjodu tat-test. Jekk il-kejl huwa
maghmul fuq volumi zghar imnehhija mis-soluzzjoni tat-test permezz tal-pipetta, dawn ma ghandhomx jinbidlu.

Kejl tal-bijomassa huwa maghmul bil-ghadd manwali tac-celloli permezz ta’ mikroskopju jew apparat elettroniku li
jghodd il-particelli (permezz ta’ ghadd ta’ cellolif/jew bijovolum). Teknikajiet alternattivi, ez. fluss ta’ cytometry,
fluworexxenza in vitro jew in vivo chlorophyll 6)(7), jew densita ottika jistghu jintuzaw jekk korrelazzjoni li taghti
sodisfazzjon mal-bijjomassa tista’ tigi ppruvata fuq l-isfera tal-bijjomassa li tigri fit-test.

1I-pH tas-soluzzjonijiet ghandu jigi mkejjel fil-bidu u fl-ahhar tat-test.

Jekk il-procedura analitika ghad-determinazzjoni tas-sustanza tat-test fl-isfera ta’ koncentrazzjoni uzata hija dispo-
nibbli, is-soluzzjonijiet tat-test ghandhom jigu analizzati sabiex il-koncentrazzjonijiet inizjali u z-zamma tal-
koncentrazzjonijiet esposti matul it-test jigu vverifikati.
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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 EC, tista’ tkun suffi¢jenti fejn x'aktarx il-koncentrazzjonijiet esposti jvar-
jaw inqas minn 20 % mill-valuri nominali matul it-test. Analizi tal-koncentrazzjonijiet kollha tat-test fil-bidu u
fl-ahhar tat-test hija rakkomandata fejn koncentrazzjonijiet x'aktarx ma jibqghux fil-80-120 % ta’ nominali. Ghal
sustanzi tat-test li huma volatili, instabbli jew li jitferrxu hafna, ikkampjunar addizzjonali ghal analizi b'intervalli ta’
24 siegha matul il-perjodu ta’ esponiment huwa rakkomandat sabiex jigi mfisser ahjar it-telf tas-sustanza tat-test.
Ghal dawn is-sustanzi, repliki zejda jkunu mehtiega. Fkull kaz, determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tas-sustanza
tat-test hemm bzonnha biss fi flixkun replikat fkull koncentrazzjoni tat-test (jew fuq il-kontenut tal-fliexken mig-
juba mir-replika).

Midja tat-test ippreparati specifikatament ghall-analizi ta’ koncentrazzjonijiet esposi matul it-test ghandhom jigu
ittrattati b'mod identiku ghal dawk uzati sabiex isiru t-testijiet, i.e. ghandhom jigu mlaggmin b’alke u inkubati taht
kundizzjonijiet identici. Jekk analizi tal-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test mahlula hija mehtiega, jista’ jkun
necessarju li l-alke jigu sseparati minn mal-midjum. Separazzjoni ghandha preferibbilment tkun maghmula
permezz ta’ ¢entrifugazzjoni b’g-force baxxa, sufficjenti sabiex tissettja l-alke.

Jekk hemm evidenza li I-koncentrazzjoni tas-sustanzi li jkunu ittestjati giet mizmuma, b’'mod sodisfacenti, £+ 20 %
tal-koncentrazzjoni nominali jew imkejla inizjalment, matul it-test, analizi tar-rizultati tista’ tkun bazata fuq valuri
inizjali jew imkejla inizjalment. Jekk id-devjazzjoni mill-kon¢entrazzjoni nominali jew imkejla inizjalment hija
akbar minn 20 %, analizi tar-rizultati ghandha tkun bazata fuq medja geometrika matul I-esponiment jew fuq
mudelli li jiddeskrivu n-nuqqas tal-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test (3)(8).

It-test ta’ inibizzjoni ta’ tkabbir ta’ alka hija sistema iktar dinamika ta’ ttestjar minn hafna testijiet ta’ tossicita tal-
ilma ta’ zmien qasir. Bhala konsegwenza, il-koncentrazzjonijiet attwalment esposti jistghu jkunu difficli sabiex jigu
mfissra, spe¢jalment ghas-sustanzi li jinfirxu li jigu ttestjati fkoncentrazzjonijiet baxxi. Fdawn il-kazijiet, jekk
is-sustanza ma tibgax tidher mis-soluzzjoni permezz ta’ tifrix ghal bijomassa tal-alka li dejjem tizdied ma tfissirx li
hija mitlufa mis-sistema tat-test. Meta r-rizultat tat-test jigi analizzat, ghandu jigi ¢cekkjat jekk nuqqas fil-
koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test matul it-test huwa akkumpanjat min-nuqgqas finibizzjoni ta’ tkabbir. Jekk dan
huwa l-kaz, applikazzjoni ta’ mudell xieraq li jiddeskrivi n-nuqqas ta’ koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test (8) jista’
jigi kkunsidrat. Jekk le, jista’ jkun xieraq li l-analizi tar-rizultati tista’ tigi bbazata fuq il-koncentrazzjonijiet inizjali
(nominali jew imkejla).

Osservazzjonijiet ohra

Osservazzjoni mikroskopika ghandha tigi maghmula sabiex tigi vverifikata apparenza normali u fsahhitha tal-
koltivazzjoni mlaqgma u sabiex tigi osservata xi apparenza anormali tal-alke (kif tista’ tigi kkawzata permezz ta’
esponiment ghas-sustanza tat-test) fl-ahhar tat-test.

Test tal-limitu

Taht certi cirkostanzi, ez. meta test preliminari jindika li s-sustanza tat-test ma ghandhiex effetti tossici
fkoncentrazzjionijiet sa 100 mg-1™" jew sal-limitu li tinhall fil-midjum tat-test (liema wiehed huwa l-anqas), test ta’
limitu li jinvolvi paragun ta’ risposti fi grupp ta’ kontroll u grupp wiehed ta’ trattament (100 mgl™ jew
koncentrazzjoni li tagbel mal-limitu ta’ solubilita), jista’ jsir. Huwa rakkomandat hafna li dan ghandu jkun imsahhah
banalizi tal-koncentrazzjoni ta’ esponiment. ll-kundizzjonijiet tat-test kollha deskritti gabel u 1-kriterji ta’ validita
japplikaw ghal test ta’ limitu, bl-ec¢ezzjoni li I-ghadd ta’ repliki ta’ trattament irid ikun minn tal-inqas sitta. Ir-risposti
varjabbli fil-grupp ta’ kontroll u ta’ trattament jigu analizzati permezz tat-test statistiku sabiex jigu pparagunati
medji, ez. Student’s t-test. Jekk varjazzjonijiet ta’ zewg gruppi ma humiex l-istess, ghandu jsir it-test irrangat ghal
varjazzjonijiet li ma humiex egwali.

Modifika ghal sustanzi b’kulur qawwi

L-irradjazzjoni (l-intensita tad-dawl) ghandha tkun qrib l-oghla limitu tal-firxa stabbilita fdan il-Metodu ta’ Ttestjar:
120pE m™ ! jew oghla.

[l-linja tad-dawl ghandha titqassar billi jitnaqqas il-volum tas-soluzzjonijiet tat-test (fil-firxa ta’ 5-25 ml).

Ghandu jitwettaq caqliq suffi¢jenti (perezempju billi wiehed ihawwad b'mod moderat) sabiex tintlahaq frekwenza
gholja ta’ esponiment tal-alka ghal irradjazzjoni gholja fis-superfi¢je tal-kultura.
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DEJTA

PLOTTJAR TA’ KURVI TA” TKABBIR

Il-bijomassa fir-ricipjenti tat-test tista’ tigi espressa funita tal-parametru tas-sostituzzjoni uzata ghall-kejl (ez.
L-ghadd ta’ ¢elloli, il-fluworexxenza).

Qassam fforma tabulari I-koncentrazzjoni stmata tal-bijomassa fkoltivazzjonijiet tat-test u kontroll flimkien mal-
koncentrazzjonijiet tal-materjal tat-test u l-hinijiet tal-kejl, registrati b'rizoluzzjoni minn tal-inqas sieghat shah,
sabiex tipproduci plottijiet ta’ kurvi ta’ tkabbir. Kemm skali logaritmici u skali lineari jistghu jkunu bzonnjuza fdan
l-istadju, imma skali logaritmici huma obbligatorji u generalment jaghtu prezentazzjoni ahjar ta’ varjazzjonijiet fil-
mudell ta’ tkabbir matul il-perjodu tat-test. Ta’ min jinnota li t-tkabbir esponenzjali jipproduci linja dritta meta
pplottjat fuq skala logaritmika, u li l-inklinazzjoni tal-linja (nizla) tindika r-rata specifika ta’ tkabbir.

Permezz tal-plots, ezamina jekk il-koltivazzjonijiet ta’ kontroll jikbrux esponenzjalment bir-rata mistennija matul
it-test. Ezamina, b'mod kritiku l-punti kollha tad-dejta u l-apparenza tal-graffs, u ¢c¢ekkja d-dejta originali u
l-proceduri ghal zbalji possibbli. I¢¢ekkja b'mod partikolari kwalunkwe punt dwar dejta li tidher li tiddevija bi zball
sistematiku. Jekk huwa ovvju li zbalji procedurali jistghu jigu identifikati u/jew ikkunsidrati probabbli, il-punt tad-
dejta specifiku jigi mmarkat bhala izolat u ma huwiex inkluz fanalizi statistika sussegwenti. (Koncentrazzjoni ta’
alka ta’ zero fwiehed minn tnejn jew tliet recipjenti replikati jistghu jindikaw li r-recipjent ma giex mlagqam kif
suppost, jew ma kienx imnaddaf b'mod xieraq. Ragunijiet ghal ¢ahda ta’ punt ta’ dejta bhala izolat iridu jigu mnizzla
b'mod car fir-rapport tat-test. Ragunijiet accettati huma biss (rari) zbalji procedurali u mhux semplicement preciz-
joni hazina. Proceduri ta’ statistici ghall-identifikazzjoni ta’ punti izolati huma ta’ uzu limitat fdan it-tip ta’ pro-
blema u ma jistghux jissostitwixxu gudizzju ta’ espert. Punti izolati (immarkati bhala tali) ghandhom
preferibbilment jinzammu qalb il-punti tad-dejta fi kwalunkwe prezentazzjoni sussegwenti ta’ dejta grafika jew
tabulari.

VARJABBLI TA’” RISPONS

L-ghan tat-test huwa li jigu ddeterminati l-effetti tas-sustanza tat-test fuq it-tkabbir tal-alke. Dan il-Metodu ta’
Ttestjar jiddeskrivi Zewg varjabbli ta’ rispons, ghax pajjizi membri ghandhom preferenzi u bzonnijiet regolatorji dif-
ferenti. Sabiex ir-rizultati tat-test ikunu applikabbli fil-pajjizi membri kollha, l-effetti ghandhom jigu evalwati billi
jintuzaw iz-zewg varjabbli ta’ rispons (a) u (b) deskritti hawn taht.

(@) Rata medja ta’ tkabbir specifiku: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkulat fuq il-bazi taz-zieda logaritmika
tal-bijomassa matul il-perjodu tat-test, espress bil-gurnata.

(b) Prodott: dan il-varjabbli ta’ rispons hija l-bijomassa fl-ahhar tat-test b’nuqqas tal-bijomassa inizjali.

Ghall-applikazzjoni ta’ dan il-metodu fi hdan il-qafas regolatorju tal-UE, il-kalkolu tar-rizultati ghandu jkun ibbazat
fuq medja ta’ rata ta’ tkabbir specifika ghar-ragunijiet deskritti hawn taht. Ghandu jigi nnutat li valuri ta’ tossicita
kkalkulati billi jintuzaw dawn iz-zewg varjabbli ta’ rispons ma humiex paragunabbli u din id-differenza trid tigi riko-
noxxuta meta jintuzaw ir-rizultati tat-test. Valuri EC, ibbazati fuq rata medja ta’ tkabbir specifika (E.C,) general-
ment ikunu oghla mir-rizultati bbazati fuq prodott (E,C,) jekk il-kundizzjonijiet tat-test ta’ dan il-Metodu tat-test
jigu osservati, minhabba I-bazi matematika tal-approcci rispettivi. Dan ma ghandux jigi interpretat bhala differenza
fis-sensittivita bejn iz-zewg varjabbli ta’ rispons, imma semplicement li I-valuri huma differenti matematikament.
Il-kuncett ta’ rata medja ta’ tkabbir specifiku hija bazata fuq il-mudell generali ta’ tkabbir esponenzjali ta’ alke
fkoltivazzjonijiet mhux limitati, fejn it-tossicita hija stmata fuq il-bazi tal-effetti tar-rata ta’ tkabbir, minghajr ma
hija dipendenti fuq il-livell assolut tar-rata specifika ta’ tkabbir tal-kontroll, fuq in-nizla tal-kurva tal-
koncentrazzjoni-rispons jew fuq id-dewmien tat-test. B'kuntrast, rizultati bazati fuq ir-rispons varjabbli tal-prodott
huma dipendenti fuq dawn il-varjabbli I-ohra. 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 dif-
ferenti ta’ alka. Dan il-varjabbli ta’ rispons ma ghandux jigi uzat sabiex jipparaguna s-sensittivita mat-tossici galb
l-ispeci ta’ alka jew kif ukoll razez differenti. Fil-waqt li l-uzu ta’ rata medja ta’ tkabbir specifiku sabiex tigi stmata
t-tossicita huwa xjentifikament ippreferut, stimi ta’ tossicita bazati fuq prodott huma inkluzi wkoll fdan il-Metodu
tat-test sabiex jigu sodisfatti rekwiziti regolatorji tal-mument f'certu pajjizi.
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2.2.2.

Rata medja ta’ tkabbir

Ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku ghal perjodu specifiku hija kkalkulata bhala z-zieda logaritmika fil-bijjomassa mill-
ekwazjoni ghal kull recipjent singolu ta’ kontrolli u trattamenti:

lan -InX, )
= t.

My _— (gurnata

] 1

fejn:

{7 hija r-rata medja specifika ta’ tkabbir minn hin i sa j;
X;:  hija I-bjjomassa fil-hin ;

X;: hija l-bijjomassa fil-hin j;

Ghal kull grupp ta’ trattament u grupp ta’ kontroll, ikkalkula valur medju ghar-rata ta’ tkabbir flimkien mal-istimi
ta’ varjazzjoni.

Ikkalkula rata medja specifika ta’ tkabbir fuq id-dewmien tat-test kollu (normalment granet 0-3), permezz ta’ uzu
ta’ bijomassa mlagqma bhala I-valur tal-bidu minflok valur imkejjel tal-bidu, ghax b’'dan il-mod normalement tin-
kiseb precizjoni akbar. Jekk l-apparat uzat ghal kejl tal-bijomassa jhalli determinazzjoni bizzejjed preciza tal-
bijomassa mlagqma baxxa (ez. cytometer ta’ fluss) allura I-koncentrazzjoni tal-bijomassa mkejla fil-bidu tista’ tigi
uzata. Ivvaluta wkoll ir-rata ta’ tkabbir sezzjoni b’sezzjoni, ikkalkulati bhala r-rati ta’ tkabbir specifiku fkull gurnata
matul il-kors tat-test (granet 0-1, 1-2 u 2-3) u ezamina jekk ir-rata ta’ kontroll ta’ tkabbir tibqax kostanti (ara l-kriterji
ta’ validita, sezzjon 1.7). Rata ta’ tkabbir specifiku sinjifikatament aktar baxxa fl-ewwel gurnata mir-rata medja totali
ta’ tkabbir specifiku tista’ tindika fazi ta’ dewmien. Fil-waqt li fazi ta’ dewmien tista’ tigi minimizzata u prattikament
eliminata fkoltivazzjonijiet ta’ kontroll permezz ta’ propagazzjoni xierqa tal-prikoltivazzjoni, fazi ta’ dewmien
fkoltivazzjonijiet esposti tista’ tindika rkupru wara stress tossiku inizjali jew esponiment mnaqggsa minhabba telf
tas-sustanza tat-test (li tinkludi assorbiment fil-bjjomassa tal-alka) wara esponiment inizjali. Ghalhekk ir-rata ta’
tkabbir sezzjoni b’sezzjoni tista’ tigi assessjata sabiex jigu vvalutati l-effetti tas-sustanza tat-test li jigru matul
il-perjodu ta’ esponiment. Differenzi sostanzjali bejn r-rata ta’ tkabbir sezzjoni b’'sezzjoni u r-rata medja ta’ tkabbir
jindikaw devjazzjoni minn tkabbir esponenzjali kostanti u li ezaminazzjoni mill-qrib tal-kurvi ta’ tkabbir hija
mehtiega.

Ikkalkula l-persentagg ta’ inibizzjoni tar-rata ta’ tkabbir ghal kull replika ta’ trattament mill-ekwazjoni:

Be—br

He

%I = x 100
fejn:

%l persentagg ta’ inibizzjoni frata medja ta’ tkabbir specifiku;

B valur medju ghal rata medja ta’ tkabbir specifiku () fil-grupp ta’ kontroll;
P rata medja ta’ tkabbir specifiku ghar-replika ta’ trattament;

Meta solventi huma uzati sabiex jigu ppreparati soluzzjonijiet tat-test, il-kontrolli tas-solventi minflok il-kontrolli
minghajr solventi ghandhom ikunu uzati fil-kalkulazzjoni tal-persentagg ta’ inibizzjoni.

Prodott

Il-prodott huwa kkalkulat bhala l-bijomassa fl-ahhar tat-test li minnu titnaggas I-bijomassa tal-bidu ghal kull
recipjent singolu ta’ kontrolli u trattamenti. Ghal kull test ta’ koncentrazzjoni u kontroll, ikkalkula valur medju
ghall-prodott flimkien mal-istimi ta’ varjazzjoni. Il-persentagg ta’ inibizzjoni fil-prodott (%L,) jista’ jigi kkalkulat ghal
kull replika ta’ trattament kif gej:

(Yc B YT)

%Iy= x 100

c
fejn:

%1, persentagg ta’ inibizzjoni ta’ prodott;

Yo valur medju ghall-prodott fil-grupp ta’ kontroll;

Y:  valur ghall-prodott ghar-replika ta’ trattament.
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PLOTTJAR TA’ KURVA TA’ RISPONS TA’ KONCENTRAZZJONI

Ipplottja l-persentagg ta’ inibizzjoni kontra l-logaritmu tal-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test u ezamina l-plot
mill-qrib, minghajr ma taghti kaz ta’ xi punt ta’ dejta li gie maqtugh wahdu bhala izolat fl-ewwel fazi. Dahhal linja
lixxa min-nofs il-punti ta’ dejta fuq I-ghajn jew permezz ta’ interpolazzjoni kompjuterizzata sabiex tiehu l-ewwel
impressjoni tar-relazzjoni tal-koncentrazzjoni ta’ rispons, imbaghad ipprocedi b'metodu aktar dettaljat, preferib-
bilment metodu ta’ statistika kompjuterizzata. 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 jinqraw il-figuri principali EC5o u EC,, (ufjew EC,,) mill-kurva
mdahhla fuq I-ghajn (ara wkoll it-taqsima ta’ hawn taht fuq effetti stimulatorji). Ragunijiet valida ghax ma jintuzax
metodu statistiku jistghu jinkludu:

—  Dejta ma hijiex xierqa ghal metodi kompjuterizzati sabiex tipproduci rizultati li aktar tista’ torbot fughom milli
jistghu jigu ottenuti minn gudizzju espert — ftali sitwazzjonijiet xi programm ta’ kompjuter jistghu anke jfallu
li jipproducu soluzzjoni i tista’ turbot fugha (ripetizzjonijiet jistghu ma jagblux ecc.)

— Reazzjonijiet ta’ tkabbir stimulatorji ma jistghux jigu mmaniggjati adegwatament permezz tal-uzu ta’
programmi ta’ kompjuter li huma disponibbli (ara taht).

PROCEDURI STATISTICI

L-ghan huwa li tinkiseb relazzjoni ta’ koncentrazzjoni-rispons kwantitattiva permezz ta’ analizi ta’ regressjoni. Huwa
possibbli i tintuza regressjoni lineari li hija moghtija piz wara li d-dejta ta’ rispons tigi trasformata b'mod lineari —
perezempju funita probit jew logit jew Weibull (9), imma proceduri ta’ rigressjoni li mhumiex lineari, huma tekniki
ppreferuti li jimmaniggjaw ahjar irregolaritajiet fid-dejta i ma jistghux jigu evitati u devjazzjonijiet minn
distribuzzjonijiet lixxi. Meta vicin iz-Zero jew inibizzjoni totali, tali irregolaritajiet jistghu jigu mkabbra bit-
trasformazzjoni, li tinterferi mal-analizi (9). Ta’ min jinnota li metodi standard ta’ analizi permezz ta’ uzu ta’
trasformazzjonijiet probit, logit, jew Weibull huma mahsuba ghall-uzu fuq dejta quantal (ez. mortalita jew
sopravvivenza), u jridu jigu mmodifikati sabiex jakkomodaw tkabbir jew dejta fuq il-bijomassa. Proceduri specifici
ghad-determinazzjoni ta’ valuri EC, minn dejta kontinwa jinsabu £(10)(11) u (12). L-uzu ta’ analizi ta’ rigressjoni
mhux lineari hiwa spjegat faktar dettall fl-Appendici 4.

Ghal kull varjabbli ta’ rispons li ghandu jigi analizzat, uza ir-relazzjoni koncentrazzjoni-rispons sabiex tikkalkula
punt ta’ stimi ta’ valuri EC,. Meta possibbli, il-limiti ta’ 95 % kunfidenza ghal kull stima ghandhom jigu ddetermi-
nati. Id-dhul sewwa tad-dejta ta’ rispons mal-mudell ta’ rigressjoni ghandu jigi vvalutat jew grafikament jew statis-
tikament. Analizi ta’ rigressjoni ghandha tkun maghmula permezz tal-uzu ta’ reazzjonijiet ta’ repliki individwali,
mhux b'midja ta’ grupp ta’ trattament. Jekk, pero, id-dhul ta’ kurva mhux lineari huwa difficli jew ifalli minhabba
sparpaljar kbir fid-dejta, il-problema tista’ tigi evitata billi ssir ir-regressjoni fuq midja ta’ grupp bhala mod prattiku
sabiex titnaqqas l-influwenza ta’ izolati suspetti. L-uzu ta’ din I-ghazla ghandu jigi identifikat fir-rapport tat-test bhala
devjazzjoni mill-procedura normali ghaliex il-gbil tal-kurva ma’ repliki individwali ma pproducewx rizultat tajjeb.

Stimi ECs, u limiti ta’ kunfidenza jistghu jigu wkoll miksuba permezz tal-uzu ta’ interpolazzjoni lineari
b’bootstrapping (13), jekk mudelli/metodi disponibbli ta’ rigressjoni mhumiex tajbin ghad-dejta.

Ghal stima tal-LOEC u ghalhekk I-NOEC, u ghal effetti tas-sustanza tat-test fuq ir-rata ta’ tkabbir, huwa necessarju
li jsir paragun tal-midja ta’ trattament permezz tal-uzu ta’ analizi ta’ tekniki ta’ varjazzjoni (ANOVA). Il-medja ghal
kull kon¢entrazzjoni trid imbaghad tigi pparagunata mal-medja ta’ kontroll permezz ta’ metodu tat-test xieraq ta’
paragun multiplu jew trend. It-test ta’ Dunnett jew Williams jista’ jkun ta’ ghajnuna (14)(15)(16)(17)(18). Huwa
necessarju li tivvaluta jekk l-assunzjoni ta’ omogeneita ta’ varjazzjoni ANOVA tregix. Din il-valutazzjoni tista’ tigi
maghmula grafikament jew b’test formali (18). Testijiet xierqa huma dawk ta’ Levene jew Bartlett. Nugqas li
tintlahaq l-assunzjoni ta’ omogeneita ta’ varjazzjonijiet tista’ xi drabi tigi korretta bi trasformazzjoni logaritmika tad-
dejta. Jekk eterogeneita ta’ varjanza hija estrema u ma tistax tigi korretta bi trasformazzjoni, analizi b'metodi bhal
step-down Jonkheere trend tests ghandha tigi kkunsidrata. Gwida addizzjonali ghad-determinazzjoni tal-NOEC tins-
tab £(12).

Zviluppi xjentifiéi recenti wasslu ghal rakkomandazzjoni sabiex jigi abbandunat il-kunéett ta’ NOEC u jinbidel
b’punti ta’ stima bbazati fuq regressjoni EC,. Valur xieraq ghal x ma giex stabbilit ghal dan it-test tal-alka. Sfera ta’
10 sa 20 % tidher li hija xierga (tiddependi fuq il-varjabbli ta’ rispons maghzul), u preferibbilment kemm I-EC,, u
-EC,, ghandhom jigu rrappurtati.
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2.6.

3.1.

STIMULAZZJONI TA’ TKABBIR

Stimulazzjoni ta’ tkabbir (inibizzjoni negattiva) fkoncentrazzjonijiet baxxi hija xi drabi osservata. Din tista’ tirri-
zulta jew minn hormesis (“stimulazzjoni tossika”) jew minnn Zieda ta’ fatturi stimulanti ta’ tkabbir mal-materjal tat-
test ghall-inqas midjum uzat. Innota li z-zieda ta’ nutrijenti inorgani¢i ma ghandux ikollha effett dirett ghaliex
il-midjum tat-test ghandu jzomm zieda ta’ nutrijenti matul it-test. Stimulazzjoni fdoza baxxa tista’ generalment tigi
injorata fkalkulazzjonijiet EC5, sakemm ma tkunx estrema. Madankollu, jekk hija estrema, jew valur EC, ghal x
baxxa ghandu jigi kkalkulat, proceduri spe¢jali jistghu ikunu mehtiega. Thassir ta’ reazzjonijiet stimulatorji mill-
analizi tad-dejta ghandhom jigu evitati jekk possibbli, u jekk software disponibbli li jdahhal il-kurva ma jistax jac-
cetta stimulazzjoni minuri, tista’ tintuza interpolazzjoni lineari b'bootstrapping. Jekk l-istimulazzjoni hija estrema,
l-uzu ta’ mudell ta’” hormesis jista’ jigi kkunsidrata (19).

INIBIZZJONI TA’ TKABBIR MHUX TOSSIKU

Materjali tat-test li jassorbu d-dawl jistghu jaghtu lok ghal tnaqqis fir-rata ta’ tkabbir ghaliex id-dellijiet inaqqsu
l-ammont ta’ dawl disponibbli. Tali tipi ta’ effetti fizici ghandhom ikunu separati minn effetti tossici
b'modifikazzjoni fil-kundizzjonijiet tat-test u tal-ewwel ghandhom jigu rappurtati separatament. Gwida tinstab f'(2)
u (3).

RAPPURTAR

RAPPORT TAT-TEST

Il-perjodu tat-test irid jinkludi dan li gej:

Sustanza tat-test:

— natura fizika u proprjetajiet relevanti fizjokemikali, li jinkludu limitu ta’ solubilita fl-ilma,
— dejta ghall-identifikazzjoni tal-kimika, li tinkludi purita.

Speci tat-test:

— ir-razza, min jipprovdi jew sors u l-kundizzjonijiet ta’ koltivazzjoni uzati.
Kundizzjonijiet tat-test:

— dejta tal-bidu tat-test u d-dewmien tieghu,

—  deskrizzjoni tad-disinn tat-test: recipjenti tat-test, il-volumi tal-koltivazzjonijiet, densita tal-bjjomassa fil-bidu
tat-test,

— kompozizzjoni tal-midjum,

— koncentrazzjonijiet u repliki tat-test (ez. Ghadd ta’ repliki, ghadd ta’ koncentrazzjonijiet tat-test u progressjoni
geometrika li giet uzata),

—  deskrizzjoni tal-preparazzjoni tas-soluzzjonijiet tat-test, li tinkludi l-uzu ta’ materjali li jdewwbu ecc.,
— apparat ta’ culturing,

— intensita ta’ dawl u kwalita (sors, omogenita),

—  temperatura,

— koncentrazzjonijiet ittestjati: il-koncentrazzjonijiet tat-test nominali u kwalunkwe rizultat ta’ analizi sabiex tid-
determina l-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test fir-recipjent tat-test. L-efficjenza ta’ rkupru tal-metodu u
I-limitu ta’ kwantifikazzjoni fil-matri¢i tat-test ghandhom ikunu rappurtati,

—  kwalunkwe devjazzjoni minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar,
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metodu ta’ determinazzjoni tal-bijomassa u evidenza ta’ korrelazzjoni bejn il-parametru mkejjel u I-piz niexef.

Rizultati:

valuri pH fil-bidu u fl-ahhar tat-test ghal kull trattament,
bijomassa ghal kull flixkun fkull punt ta’ kejl u metodu sabiex titkejjel il-bjjomassa,
kurvi ta’ tkabbir (plot ta’ bijomassa kontra hin),

varjabbli ta’ rispons kkalkulati ghal kull trattament replikat, b'valuri medji u koeffi¢jent ta’ varjazzjoni
ghar-repliki,

prezentazzjoni grafika tar-relazzjoni koncentrazzjoni/effett,

stimi ta’ tossicita varjabbli ta’ rispons ez. EC5y, EC,, EC,, u intervalli ta’ kunfidenza assocjati. Jekk ikkalkulati,
LOEC u NOEC u l-metodi ta’ statistika uzati ghad-determinazzjoni taghhom,

jekk ANOVA giet uzata, id-daqs tal-effett li jista’ jigi skopert (ez. Id-differenza l-inqas sinifikanti),
kwalunkwe stimulazzjoni ta’ tkabbir misjuba fi kwalunkwe trattament,
kwalunkwe effett ichor osservat, ez. bidliet morfologici tal-alke,

diskussjoni tar-rizultati, li jinkludu kwalunkwe influwenza fuq ir-rizultat tat-test li tirrizulta minn
devjazzjonijiet minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendiéi 1
Razez li gie ppruvat li huma adattati ghat-test

Alke hodor
—  Pseudokirchneriella subcapitata, (qabel maghrufa bhala Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (qabel maghrufa bhala Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatomi

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

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

—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Sorsi tar-razez
Ir-razez rakkomandati huma disponibbli fkoltivazzjonijiet unialkali mill-kollezzjonijiet li gejjin (fordni alfabetiku):

ATCC: Kollezzjoni ta’ Koltivazzjoni ta’ Tip Amerikan
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Kollezzjoni ta’ Koltivazzjoni ta’ Alke u Protozoa
Istitut ta’ Ekologija tal-Ilma Helu,

Laboratorju Windermere

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UK

SAG: Kollezzjoni ta’ Koltivazzjonijiet ta’ Alka
Istitut tal-Fisjologija tal-Pjanti

Universita ta’ Gottingen

Nicholausberger Weg 18

D-3400 Gottingen

GERMANY

UTEX Kollezzjoni ta’ koltivazzjoni ta” Alke

Sezzjon ta’ Bijologija Molekolari, Cellulari u ta’ Zvilupp
Skola tax-Xjenzi Bijologici

|-Universita tat-Texas f Austin

Austin, Texas 78712

USA
Apparenza u karatteristici tal-ispecijiet rakkomandati
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Apparenza Mghawwga, Ovali, fil-parti | virgi Ktajjen ta’ virgi

celloli singoli | I-kbira ¢elloli celloli ovali

mibruma singoli
Dags (L x W) ym 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x3,7 4,5 x3 6 x1
Volum ta’ celloli(um®/éell) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 250)
Piz niexef ta¢-celloli(mg/cell) | 2-3 x 1078 3-4x 1078 3-4x 1078 1-2 x 1078 2-3x 1077
Rata ta’ tkabbir (3) (gumata’l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(1) Imkejla bapparat li jghodd particelli elettronici

(3 Ikkalkulat mid-daqs

(}) Rata ta’ tkabbir osservata l-aktar ta’ spiss fmidjum OECD fintensita ta’ dawl ta'madwar 70 pE-m s u 21 °C
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Rakkomandazzjonijiet specifi¢i fuq Culturing u l-Immaniggjar ta’ Speci tat-test Rakkomandati

Pseudokirchneriella subcapitata u Desmodesmus subspicatus

Dawn l-alke hodor huma generalment facli biex izZzommhom fdiversi midja ta’ koltivazzjoni. Informazzjoni fuq midja xierqa
hija disponibbli mill-kollezzjonijiet ta’ koltivazzjoni. I¢-Celloli huma normalment solitarji, u kejl tad-densita tac-celloli jista’
facilment jigi maghmul permezz ta’ apparat li jghodd particelli elettronici jew mikroskopju.

Anabaena flos-aquae

Midja ta’ tkabbir varji jistghu jigu uzati biex tinzamm koltivazzjoni ta’ stokk. Huwa partikolarment importanti li jigi evitat li
l-koltivazzjoni tithalla tghaddi I-fazi ta’ tkabbir tal-log meta tigi mgedda, rkupru huwa difficli fdan il-punt.

Anabaena flos-aquae tizviluppa gabriet ta’ ktajjen ta’ celloli. Id-dags ta’ dawn il-gabriet jista’ jvarja mal-kundizzjonijiet ta’
culturing. Jista’ jkun necessarju li jinkisru dawn il-gabriet meta l-ghadd bil-mikroskopju jew permezz ta’ apparat li jghodd
il-particelli elettroni¢i huwa uzat ghad-determinazzjoni tal-bijjomassa.

Sonikazzjoni tas-sub-kampjuni jistghu jigu uzati biex jinkisru l-ktajjen sabiex titnaqqas il-varjabilita fl-ghadd. Sonikazzjoni
itwal aktar milli mehtieg sabiex jinkisru l-ktajjen f'tulijiet aqsar jistghu jkissru ¢-celloli. L-intensita ta’ sonikazzjoni u dewmien
iridu jkunu identici ghal kull trattament.

Ghodd bizzejjed ogsma fuq il-hemocytometer (tal-angas 400 cellola) biex tghin tikkompensa ghal varjabbilita. Dan itejjeb
l-attendibilita ta’ determinazzjonijiet ta’ densita mikroskopici.

Apparat li jghodd il-particelli elettronici jista’ jigi uzat ghad-determinazzjoni tal-volum totali ta’ ¢elloli ta’ Anabaena wara li
I-ktajjen ta’ celloli jinkisru b’sonifikazzjoni bil-ghaqal. L-energija tas-sonifikazzjoni ghandha tigi rrangata sabiex jigi evitat li
I-ktajjen jingasmu.

Uza hallat bil-belliegha jew metodu simili adegwat sabiex tizgura li s-sospensjoni ta’ alke biex ir-ricipjenti tat-test jigu
mlaggma hija mhallta sew u b’'mod omogenju.

Kontenituri tat-test ghandhom jitqieghdu fuq mejda orbitali jew ta’ thallit reciproku b'madwar 150 dawra kull minuta. Alter-
nattiva ohra hija l-uzu ta’ ¢aqlieq intermittenti sabiex titnaqqas it-tendenza ta’ Anabaena li tifforma capap. Jekk ikun hemm
¢apap, ghandha tinghata attenzjoni sabiex jigu ottenuti kampjuni rapprezentattivi tal-kejl tal-bijomassa. Caqlieq qawwi qabel
ma jittiehdu l-kampjuni jista’ jkun necessarju sabiex jiddizintegraw capap ta’ alka.

Synechococcus leopoliensis.

Midja ta’ tkabbir varji jistghu jigu uzati biex tinzamm koltivazzjoni ta’ stokk. Informazzjoni fuq midja xierqa hija disponib-
bli mill-kollezzjonijiet ta’ koltivazzjoni.

Synechococcus leopoliensis tikber bhal celloli solitarji b'forma ta’ vireg. I¢-celloli huma zghar hafna, li jikkomplika I-ghadd
permezz ta’ mikroskopju ghal kejl tal-bjjomassa. Apparati li jghoddu I-particelli elettroni¢i mghammra sabiex jghoddu par-
ticelli sad-daqs ta’ madwar 1 pm huma ta’ ghajnuna. Kejl in vitro fluorometric huma applikabbli ukoll.

Navicula pelliculosa

Midja ta’ tkabbir varji jistghu jigu uzati biex tinzamm koltivazzjoni ta’ stokk. Informazzjoni fuq midja xierqa hija disponib-
bli mill-kollezzjonijiet ta’ koltivazzjoni. Innota li kompost li fih is-silika huwa mehtieg fil-midjum.

Navicula pelliculosa tista’ tifforma gruppi taht certi kundizzjonijiet ta’ tkabbir. Minhabba 1-produzzjoni ta’ lipidi ¢-celloli tal-
alka xi drabi ghandhom it-tendenza li jakkumulaw fil-wic¢. Taht dawk ¢-cirkustanzi, mizuri spe¢jali jridu jittiehdu meta sub-
kampjuni huma mehuda ghad-determinazzjoni tal-bijomassa sabiex jigu miksuba kampjuni rapprezentattivi. Tahlit bil-
sahha, ez. bl-uzu ta’ hallat bil-belliegha, jista’ jkun mehtieg.
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Appendici 2

Midja ta’ tkabbir

Wiched miz-zewg midja ta’ tkabbir li gejjin jista’ jintuza:

Midjum OECD: Midjum originali ta” OECD TG 201, ukoll skont ISO 8692

US. EPA midjum AAP ukoll skont ASTM.

Meta dawn il-midja jigu ppreparati, kimici reagenti jew ta’ grad analitiku ghandhom jigu uzati u dejonizzati fl-ilma.

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

Komponent EPA 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
MgCl,6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,7(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
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 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
CuCl,.2(H,0) 0,000012 | 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

() U-proporzjon molari ta’ EDTA ghal hadid te¢cedi bi ftit unita. Dan jipprevjeni l-pre¢ipitazzjoni tal-hadid
u, fl-istess hin, chelation ta’ jonji ta’ metalli tqal hija minimizzata.

Fit-test bid-dijatomu Navicula pelliculosa, iz-zewg midja jridu jkunu supplimentati b’ Na,SiO5-9H,0 sabiex tinkiseb
koncentrazzjoni ta’ 1,4 mg Sifl.

[I-pH tal-midjum jinkiseb fekwilibriju bejn is-sistema ta’ karbonat tas-sistema tal-midjum u I-pressjoni parzjali tas-CO, fl-arja
atmosferika. Bejn wiehed u ichor ir-relazzjoni bejn pH b'25 °C u I-koncentrazzjoni tal-bikarbonat molari hija:

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

B'15 mg NaHCO;, pH,, = 7,5 (U.S. EPA midjum) u b’50 mg NaHCO,/l, pH, = 8,1 (OECD midjum).

eq:



24.8.2009

Tl-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 220/51

Komposti ta’ elementi tal-midja tat-test

Element EPA OECD

mg|l mg|l
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 Kon¢entrazzjoni fsoluzzjoni ta’ stokk
Soluzzjoni ta’ stokk nru 1:
makronutrijenti
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 ¢l
CaCl,2H,0 1,8 gl
MgSO,-7H,0 1,5gl!
KH,PO, 0,16 gI'!
Soluzzjoni ta’ stokk nru 2: hadid
FeCl;-6H,0 64 mgl™
Na,EDTA-2H,0 100 mg1™
Soluzzjoni ta’ stokk nru 3:
elementi ta’ tracci
H;BO, 185 mgl™!
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
ZnCl, 3 mgl™!
CoCl,-6H,0 1,5 mg 1™
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,MoO,-2H,0 7 mg 1™
Soluzzjoni ta’ stokk nru 4: bikarbonat
NaHCO, 50 g
Na,Si05-9H,0

Sterilizza s-soluzzjonijiet ta’ stokk permezz ta’ filtrazzjoni b’membrana (diametru medju tal-pori 0,2 um) jew permezz ta’

autoclaving (120 °C, 15 min). Erfa’ s-soluzzjonijiet fid-dlam b4 °C.

Taghmilx autoclave tas-soluzzjonijiet ta’ stokk 2 u 4, imma sterilizzahom permezz ta’ filtrazzjoni b'membrana.

Ipprepara midjum ta’ tkabbir billi zzid volum xieraq ta’ soluzzjonijiet ta’ stokk 1-4 mal-ilma

Zid sa 500 ml ta’ ilma sterilizzat:

— 10 ml ta’ soluzzjoni ta’ stokk nru 1
— 1 ml ta’ soluzzjoni ta’ stokk nru 2
— 1 ml ta’ soluzzjoni ta’ stokk nru 3

— 1 ml ta’ soluzzjoni ta’ stokk nru 4



L 220/52

1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 24.8.2009

Zid sa 1 000 ml b'ilma sterilizzat

Halli hin bizzejjed sabiex tekwilibrija I-midjum mas-CO, atmosferiku, jekk necessarju b'bubbling b'arja sterili filterjata ghal

ftit hin.

Al.2.1.
A1.2.2.
Al1.2.3.
Al.2.4.
A1.2.5.
Al.2.6.
Al1.2.7.
A1.2.8.

Al.3.

Al.3.1.
Al1.3.2.
Al.3.3.
Al.3.4.
Al1.3.5.
Al.3.6.
Al.3.7.
Al1.3.8.

Al1.3.9.

Al.4.
Al.5.

Al.6.

Preparazzjoni tal-midjum U.S. EPA

Zid ml wiehed ta’ kull soluzzjoni stokk fi A1.2.1-A1.2.7 sa bejn wiehed u iehor 900 mL ta’ ilma dejonizzat jew
distillat u aghmel dilwizzjoni sa 1L.

Soluzzjonijiet stokk ta’ makronutrijenti jsiru billi jinhallu dawn li gejjin fi 500ml ta’ ilma dejonizzat jew distillat.
Rejaggenti A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3, u A1.2.4 jistghu jigu kkombinati f soluzzjoni stokk wahda.

NaNO;— 12,750 g.

MgCL,-6H,0— 6,082 g.

CaCl,y2H,0— 2,205 g.

Soluzzjoni Konéentrata ta” Mikronutrijenti— (see A1.3).
MgSO,,-7H,0— 7,350 g.

K,HPO,— 0,522 g.

NaHCO,— 7,500 g.

Na,Si0;-9H,0— Ara n-Nota Al.1.

Nota A1.1-Uzu ghall-ispeci diatom ittestjati biss. Jistghu jigu mizjuda direttament (202,4 mg) jew permezz tas-
soluzzjoni stokk biex jinkiseb 20 mg/L ta’ koncentrat finali fil-midjum.

Soluzzjonijiet stokk ta” mikronutrijenti jsiru billi jinhallu dawn li gejjin fi 500ml ta’ ilma dejonizzat jew distillat:
H,BO,— 92,760 mg.

MnCl,-4H,0— 207,690 mg.

ZnCl,— 1,635 mg.

FeCl,-6H,0— 79,880 mg.

CoCl,*6H,0— 0,714 mg.

Na,MoO,,-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 Nota Al.2.

Nota A1.2 — Uza biss fil-midjum ta’ kulturi stokk tal-ispeci diatom.
Altera I-pH sa 7,5+ 0,1 permezz ta’ 0,1 N jew 1,0 N NaOH jew HCl.

Iffiltra I-midjum fkontenitur sterilizzat permezz ta’ filtru bil-membrane ta’ 0,22-pm jekk ghandu jintuza midjum li
jghodd il-particelli jew filtru 0,45-pm maghandux jintuza.

Ahzen il-midjum fid-dlam sa bejn wiched u iehor 4 °C sakemm jintuza.
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Appendiéi 3

Ezempju tal-procedura ghall-culturing tal-alke

Osservazzjonijiet Generali
L-ghan ta’ culturing fuq il-bazi tal-procedura li gejja huwa li jinkisbu koltivazzjonijiet ta’ alka ghal testijiet ta’ tossicita.

Metodi xierqa jridu jigu uzati sabiex jigi Zgurat li I-koltivazzjonijiet ta’ alka ma jkunux infettati minn batteri. Koltivazzjonijiet
axenic jistghu jkunu mixtieqa imma koltivazzjonijiet unialkali jridu jigu stabbiliti u uzati.

L-operazzjonijiet kollha jridu jsiru fkundizzjonijiet sterili sabiex kontaminazzjoni b'batteri u alke ohra tigi evitata.

Apparat u materjal

Ara taht Metodu ta’ Ttestjar: Apparat.

Proceduri ghall-kisba ta’ koltivazzjonijiet ta’ alka

Preparazzjoni ta’ soluzzjoni ta’ nutrijent (midjum):

[I-melh kollu tan-nutrijenti tal-midjum huwa ppreparat bhala soluzzjonijiet ta’ stokk koncentrati u merfugha fid-dlam u
l-kesha. Dawn is-soluzzjonijiet huma sterilizzati b'filtrazzjoni jew b’autoclaving.

Il-midjum huwa ppreparat billi jizdied l-ammuont korrett ta’ soluzzjoni ta’ stokk sabiex jigi sterilizzat ilma distillat, u dan isir
battenzjoni biex l-ebda infezzjonijiet ma ssehh. Ghal midjum solidu 0,8 fil-mija ta’ agar huwa mizjud.

Koltivazzjoni ta’ stokk:

I-koltivazzjonijiet ta’ stokk huma koltivazzjonijiet ta’ alka zghar li regolarment jigu trasferiti ghal midjum gdid sabiex jagixxu
bhala materjal inizjali tat-test. Jekk il-koltivazzjonijiet ma jintuzawx regolarment, dawn jigu skrezjati fuq tubi ta’ agar. Dawn
jigu ttrasferiti fmidjum gdid tal-anqas darba kull xahrejn.

Il-koltivazzjonijiet ta’ stokk jitkabbru fi fliexken konikali li jkun fihom I-midjum xieraq (volum madwar 100 ml). Meta l-alke
jigu inkubati b'20 °C billuminazzjoni kontinwa, trasferiment ta’ darba fgimgha huwa mehtieg.

Matul it-trasferiment, ammont ta’ koltivazzjoni “antika” hija trasferita b’pipetti sterili fi flixkun ta’ midjum frisk, biex ma’ speci
li tikber malajr il-koncentrazzjoni inizjali hija madwar 100 darba izghar milli fil-koltivazzjoni l-antika.

Ir-rata ta’ tkabbir ta’ speci tista’ tkun determinata mill-kurva ta’ tkabbir. Jekk hija maghrufa, huwa possibbli tistma d-densita
fliema l-koltivazzjoni ghandha tkun trasferita ghal midjum gdid. Dan irid isir qabel ma I-koltivazzjoni tilhaq il-fazi tal-mewt.

Pre-koltivazzjoni:

Il-pre-koltivazzjoni hija mahsuba sabiex taghti ammont ta’ alke xieraq ghat-tilgim ta’ koltivazzjonijiet tat-test. Il-pre-
koltivazzjoni hija inkubata taht il-kundizzjonijiet tat-test u uzata meta tkun ghada qed tikber esponenzjalment, normalment
wara perjodu ta’ inkubazzjoni ta’ minn jumejn sa 4 ijiem. Meta l-koltivazzjonijiet tal-alka jkun fihom ¢elloli deformati jew
anormali, dawn iridu jigu imwarrba.
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Analizi ta’ dejta b’regressjoni mhux lineari

Kunsiderazzjonijiet generali

Ir-rispons ftestijiet tal-alka u testijiet ohra ta’ tkabbir tal-mikrobi — it-tkabbir tal-bjjomassa huwa ta’ natura varjabbli kon-
tinwu jew metriku — rata ta’ process jekk rata ta’ tkabbir hija uzata, u l-integrali taghha fuq il-hin jekk il-bjjomassa tigi magh-
zula. It-tnejn huma referenzjati ghar-rispons medja korrispondenti tal-kontrolli repliki li mhux esposti li juru rispons
massimu ghall-kundizzjonijiet imposti — b'dawl u temperatura bhala fatturi determinanti principali f'test tal-alka. Is-sistema
hija mqassma jew omogenja u I-bijomassa tista’ tidher bhala kontinwazzjoni minghajr konsiderazzjoni tac-celloli individwali.
[l-varjazzjoni ta’ distribuzzjoni tat-tip ta’ rispons ghal tali sistema ghandha x’tagsam biss ma fatturi sperimentali (deskritti
tipikament mil-log-normali jew distribuzzjonijiet normali ta’ zball). Dan huwa b’kuntrast ghar-reazzjonijiet tipici bioassay
bi quantal dejta, ghal-liema t-tolleranza (tipikament distribwita b’zewg modijiet) ta” organizmi individwali hija ta’ spiss
assunta li hija I-komponenti varjabbli dominanti. Risposti ta’ kontroll hawn huma zero jew livell tal-isfond.

Fis-sitwazzjoni li mhix ikkumplikata, ir-rispons normalizzat jew relattiv, r, jonqos monotonikament minn 1 (inibizzjoni zero)
sa 0 (100 fil-mija inibizzjoni). Innota li r-risposti kollha ghandhom zball asso¢jat, u li inibizzjonijiet negattivi apparenti
jistghu jigu kkalkulati bhala rizultat ta’ zball ta’ kazwali biss.

Analizi ta’ regressjoni

Mudelli

Analizi ta’ regressjoni timmira li tiddeskrivi kwantitattivament il-kurva koncentrazzjoni-rispons fil-forma ta’ funzjoni mate-
matika regressjoni Y = f (C) jew aktar ta’ spiss F (Z) fejn Z = log C. Uzata inversament C = f ' () thalli I-kalkolu tal-figuri EC,
li jinkludi I- EC5, EC, o u EC5, u1-95 % taghhom ta’ limiti ta’ kunfidenza. Diversi forom ta’ funzjonijiet sempli¢i matematici
ghandhom jigu ppruvati sabiex jigu deskritti tajjeb ir-relazzjonijiet koncentrazzjoni-rispons miksuba ftestijiet ta’ inibizzjoni
ta’ tkabbir ta’ alka. Funzjonijiet jinkludu, perezempju, I-ekwazjoni logistika, I-ckwazjoni mhux simettrika Weibul u I-funzjoni
ta’ distribuzzjoni log, li huma kollha kurvi bil-forma tal-ittra “S” (sigmoid) li asimptotikalment joqorbu wiehed ghal C— 0,
u zero ghal C — infinita.

L-uzu ta’ mudelli ta’ funzjoni kontinwa threshold (ez. il-mudell Koyman “ghall-inibizzjoni tat-tkabbir tal-popolazzjoni”
Kooijman et al. 1996) huwa proposta jew alternattiva recenti ghal mudelli asimptotici. Dan il-mudell jassumi xejn effetti
fkoncentrazzjonijiet taht certu livell, ECO+, 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.

Innota li -analizi tista’ tkun sempli¢i minimizzazzjoni tas-somom tal-kwadrati varjabbli (tassumi varjanza kostanti) jew var-
jati mghobbija jekk l-eterogenita tal-varjanza hija kompensata

Procedura

[l-procedura tista’ tigi mfissra kif gej: aghzel ekwazjoni xierqa funzjonali, Y = f (C), u adattaha mad-dejta b'regressjoni li mhix
lineari. Preferibbilment uza I-kejl minn kull flixkun individwali minflok il-valuri medji tar-replikati, sabiex tohrog kemm jista’
jkun informazzjoni mid-dejta. Jekk il-varjazzjoni hija gholja, fuq in-naha l-ohra, il-prattika tissuggerixxi li I-valuri medji tar-
repliki jistghu jipprovdu stima matematika li aktar tista’ turbot fugha, inqas influwenzata bi zbalji sistematici fid-dejta, minn
ma’ kull punt individwali ta’ dejta mizmum.

Ipplottja l-kurva adattata u d-data mkejla u ezamina jekk id-dhul tal-kurva huwiex adegwat. Analizi tar-residwi tista’ tkun
ghodda partikolarment ta’ ghajnuna ghal dan il-ghan. Jekk ir-relazzjoni funzjonali maghzula biex iddahhal r-rispons ta’
koncentrazjoni ma tiddeskrivix il-kurva kollha jew xi parti essenzjali taghha, bhar-rispons fkoncentrazzjonijiet baxxi sewwa,
hu ghazla ohra ta’ dhul ta’ kurva — ez. kurva mhux simettrika bhall-funzjoni Weibul, minflok wahda simettrika.
Inibizzjonijiet negattivi jistghu jkunu problema ma, perezempju, il-funzjoni ta’ distribuzjoni tal-log-normali, li l-istess
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tiddomanda funzjoni ta’ regressjoni alternattiva. Ma huwiex rakkomandat li jigi assenjat Zero jew valur pozittiv zghir lil tali
valuri negattivi ghaliex dan jghawweg 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 = ! (Y), stimi karatteristici ta’ punt EC’s, u rraporta bhala minimu 1-EC5, u wiehed jew zewg stimi
EC,w x Esperjenza minn testijiet prattici turi li I-precizjoni tat-test tal-alka normalment thalli stima ragonevolment akkurata
lejn livell ta’ inibizzjoni ta’ 10 % jekk punti ta’ data huma sufficjenti — sakemm ma jkunx hemm stimulazzjoni
fkoncentrazzjonijiet baxxi bhala fattur li jfixkel. Il-precizjoni ta’ stima EC,, hija ta’ spiss konsiderevolment ahjar minn dik
ta’ ECy,, ghaliex 1-EC,, huwa generalment ippozizzjonat fuq il-parti bejn wiched u iehor lineari tal-kurva centrali
koncentrazzjoni rispons. Xi drabi huwa difficli li ssir interpretazzjoni ta’ EC,, minhabba stimulazzjoni ta’ tkabbir. Ghal-
hekk, filwaqt li 1-EC, , hija normalment miksuba b’akkurezza suffi¢jenti, huwa wkoll rakkomandat li tirraporta dejjem 1-EC,,,.

Fatturi ta’ uzin

Il-varjanza esperimentali ma hijiex generalment kostanti u tipikament tinkludi komponent proporzjonali, regressjoni mizuna
hija ghalhekk b'vantagg maghmula b'rutina. L-uzin ta’ fatturi ghal tali analizi huwa normalment assunt bi proporzjon invers
ghall-varjanza:

W, = 1/Var(r)

Hafna programmi ta’ regressjoni jhallu I-ghazla ta’ analizi ta’ regressjoni mizuna ma’ fatturi mizuna mnizzla ftavola. Bmod
konvenjenti, l-uzin ta’ fatturi ghandu jigi normalizzat billi dan jigi mmultiplikat b'n/Z w; (n huwa l-ghadd ta’ punti ta’ dejta)
sabiex is-somma taghhom tigi wiehed.

Normalizzazzjoni ta’ risposti

Normalizzazzjoni bir-rispons medja ta’ kontroll taghti problemi principali u taghti lok ghal struttura ta’ varjazzjoni xi ftit
ikkumplikata. Bit-tqassim tar-risposti bir-rispons medja ta’ kontroll sabiex jinkiseb il-persentagg ta’ inibizzjoni, wiehed jin-
troduci zball addizzjonali ikkawzat bi zball fuq il-medja ta’ kontroll. Sakemm dan l-izball mhuwiex Zghir tant li mhux ta’
importanza, l-uzin ta’ fatturi fil-limiti ta’ regressjoni u kunfidenza ghandhom jigu kkoreguti ghal kovarjanza mal-kontroll
(17). Innota li precizjoni gholja fuq il-rispons medju ta’ kontroll stmat hija importanti sabiex titnaqqas il-varjanza totali ghar-
rispons relattiv. Il-varjanza hija kif gej:

sottoskritt I jirreferi ghal-livell ta” koncentrazzjoni i u sottoskritt 0 ghall-kontrolli)

Y; = Rispons relattiv = r;/r, = 1 — 1 =f (C)

b'varjanza:

Var (Y)) = Var (1;fr,) = (3Y; | 0 r,)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (r,)

u ghax

@Y/ 0or)=1[rou@Y,[0ry) =rr, >

b'dejta normalment distribwita u m; u m,, repliki:

Var(r)) = 6*|m;

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

Var(Y) = 0*/(ry* my) + ;6% [ry* m,,

L-izball fuq il-medja ta’ kontroll huwa inversament proporzjonali ghar-radi¢i kwadrata tal-ghadd tal-medja ta’ repliki ta’
kontroll u xi drabi jista’ jkun gustifikat li jinkludi dejta storika u b’dan il-mod inagqas l-izball bil-kbir. Procedura alternattiva
hija li ma tinnormalizzax d-dejta u ddahhal ir-risposti assoluti, inkluz id-dejta ta’ rispons ta’ kontroll, imma li tintroduci
il-valur tar-rispons ta’ kontroll bhala parametru addizzjonali sabiex jigi mdahhal ma’ regressjoni non lineari. B'ekwazjoni tas-
soltu ta’ regressjoni ta’ Zewg parametri, dan il-metodu jehtieg dhul ta’ 3 parametri, u ghalhekk jitlob aktar punti ta’ dejta milli
regressjoni non-lineari fuq dejta li hija normalizzata permezz ta’ rispons ta’ kontroll i hija ssetjata minn qabel.
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Intervalli ta” kunfidenza inversa

[l-kalkulazzjoni ta’ intervalli ta’ kunfidenza ta’ regressjoni li mhix lineari bi stima inversa huma xi ftit ikkomplikati u mhux
ghazla standard disponibbli fpakketti ta’ programmi ta’ statistika ta’ kompjuter ordinarju. 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. I-EC;, u I-ECs, bhala
parametri li ghandhom jigu stmati. (Halli l-funzjoni tkun I = f (a, f, koncentrazzjoni) u utilizza r-relazzjonijiet tad-
definizzjoni f(a, f, EC,,) = 0.1 u f (o, B, EC5,) = 0.5 sabiex tissostitwixxi f'(a, B, koncentrazzjoni) b'funzjoni ekwivalenti
g (EC,, EC5, koncentrazzjoni).

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,,

Recentement metodi “boot strap” saru popolari. Tali metodi juzaw id-dejta mkejla u generatur ta’ numru kif gie gie li
jiddirezjona rikampjunar ta’ spiss, sabiex jistmaw varjazzjoni tad-distribuzzjoni empirika.
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ANNESS V

C.25. MINERALIZZAZZJONI LI TEHTIEG L-OSSIGNU FL-ILMA TAL-WICC — TEST TAS-SIMULAZZJONI

1.1.

1.2.

TAL-BIJODEGRADAZZJONI

METODU

Dan il-metodu hu ekwivalenti ghall-OECD TG 309 (2004) (1).

INTRODUZZJONI

L-iskop ta” dan it-test hu li jkejjel iz-zmien mehtieg ghall-bijodegradazzjoni ta’ sustanza uzata ghat-test
b’koncentrazzjoni baxxa fl-ilma naturali li jkun jehtieg l-ossignu u biex jikkwantifika I-osservazzjonijiet fforma ta’
espressjonijiet tar-rata tal-moviment. Dan it-test simulatorju huwa test li jsir fil-laboratorju billi jigi mhawwad
vazett halli jkunu maghrufa r-rati ta’ bijodegradazzjoni li tehtieg l-ossignu ta’ sustanzi organici fkampjuni ta’ ilma
naturali tal-wic¢ (frisk, ftit mielah jew ilma bahar). Hu bbazat fuq I-ISO/DIS 14592-1 (2) u jinkludi wkoll elementi
mill-metodi tat-test C.23 u C.24 (3)(4). Hemm l-ghazla li, b’hinijiet twal tat-test, operazzjoni semi-kontinwa tiehu
post l-operazzjoni fuq grupp sabiex tipprevjeni d-deterjorament tal-mikrokosmu taht test. L-ghan principali tat-
test simulatorju hu biex tkun maghrufa l-mineralizzazzjoni tas-sustanza uzata ghat-test fl-ilma tal-wic¢, u
|-mineralizzazzjoni hi l-bazi ta’ kif tigi espressa d-dizintegrazzjoni tal-movimenti. Madankollu, it-test jista’ jkollu
ghan iehor sekondarju biex tinkiseb informazzjoni dwar id-dizintegrazzjoni ewlenija u I-formazzjoni ta’ prodotti
magguri ta’ trasformazzjoni. L-identifikazzjoni ta’ prodotti ta’ trasformazzjoni, u fejn hu possibbli
I-kwantifikazzjoni tal-konc¢entrazzjonijiet taghhom, huma tassew importanti ghal sustanzi li jigu mineralizzati bil-
mod hafna (ez. fil-kaz ta’ nofs hajjiet ghas-sustanzi totali i jifdal wara l-evaporazzjoni '*C li jagbzu is-60 gurnata).
Koncentrazzjonijiet oghla tas-sustanza uzata ghat-test (ez., > 100 pg/l) ghandhom jintuzaw normalment biex ikunu
identifikati u kwantifikati prodotti ta’ trasformazzjoni magguri minhabba limitazzjonijiet analitici.

Koncentrazzjoni baxxa f'dan it-test tfisser koncentrazzjoni (ez. inqas minn 1 pg/l sa 100 pg/l) li hi baxxa bizzejjed
biex tizgura li l-movimenti tal-bijodegradazzjoni miksuba fit-test jirriflettu dawk li wiehed jistenna li jkun hemm
fl-ambjent. Meta mqabbla mal-piz totali tas-sottostrati tal-karbonju bijodegradabbli li hemm fl-ilma naturali uzat
ghat-test, is-sustanza uzata ghat-test b’koncentrazzjoni baxxa se sservi bhala sottostrata ohra. Dan jimplika li
l-movimenti tal-bijjodegradazzjoni anticipati huma tal-ewwel ordni (movimenti “li ma jikbrux”) u li s-sustanza uzata
ghat-test tista’ tigi ddegradata permezz ta’ “kometabolizmu”. Movimenti tal-ewwel ordni jimplikaw li r-rata tad-
dizintegrazzjoni (mg/L/kull gurnata) hija proporzjonali mal-koncentrazzjoni tas-sottostrata li tonqos maz-zmien.
Fil-kaz tal-movimenti tal-ewwel ordni r-rata kostanti tad-dizintegrazzjoni specifika, k, ma tiddependix fuq iz-zmien
u l-koncentrazzjoni. Dan ifisser li, k ma tvarjax hafna matul l-esperiment u langas tinbidel bil-koncentrazzjoni miz-
juda waqt l-esperimenti. Skont id-definizzjoni, il-kostanti tar-rata tad-dizintegrazzjoni specifika hija ugwali ghall-
bidla relattiva fil-koncentrazzjoni biz-zmien: k = (1/C) - (dC/dt). Ghalkemm wiehed jistenna li I-movimenti tal-
ewwel ordni jkunu normalment taht il-kundizzjonijiet preskritti, jista’ jkun hemm certi ¢irkustanzi fejn movimenti
ohra huma aktar addattati. 1d-devjazzjonijiet mill-movimenti tal-ewwel ordni jistghu ez. jigu osservati jekk
il-fenomeni tat-trasferiment tal-piz bhar-rata tat-tifrix, aktar milli r-rata tar-reazzjoni bijologika, tkun qed tillimita
r-rata tal-bijotrasformazzjoni. Madankollu, id-data tista” kwazi dejjem tkun deskritta minn movimenti tal-ewwel
ordni li jixxiebhu li jaccettaw kostanti tar-rata ta’ koncentrazzjoni dipendenti.

Informazzjoni dwar il-bijodegradabbilta tas-sustanza uzata ghat-test fkoncentrazzjonijiet oghla (ez. mit-testijiet
standard ta’ screening) kif ukoll informazzjoni dwar id-degradabbilta li mhix ta’ natura bijologika, prodotti ta’ tras-
formazzjoni u karatteristici fiziko-kemikali relevanti ghandhom ikunu disponibbli qabel it-test biex ikun jista’ jigi
stabbilit l-ippjanar esperimentali u jigu interpretati r-rizultati. L-uzu ta’ sustanzi ghat-test imsemmija '*C u
l-gharfien tal-fazi tat-tqassim ta’ '*C fl-ahhar tat-test, ghandhom jghinu biex tkun maghrufa
I-bijodegradabbilta finali. Meta tkun uzata sustanza ghat-test li ma nghatatx isem, il-bijjodegradazzjoni finali tista’
tkun stmata biss jekk tigi ttestjata koncentrazzjoni oghla u I-prodotti ta’ trasformazzjoni magguri kollha jkunu
maghrufa.

DEFINIZZJONIJIET

Bijodegradazzjoni primarja: Il-bidla strutturali (trasformazzjoni) ta’ sustanza kimika mill-mikroorganizmi li twas-
sal biex tintilef l-identita kimika.

Bijodegradazzjoni funzjonali: Il-bidla strutturali (trasformazzjoni) ta’ sustanza kimika mill-mikroorganizmi li
twassal biex tintilef karatteristika specifika.

Bijodegradazzjoni li tkun tehtieg l-ossignu finali: Id-dizintegrazzjoni ta’ sustanza kimika mill-mikroorganizmi
meta jkun hemm I-ossignu mal-karbonju diossidu, I-ilma u 1-melh minerali u xi elementi ohra (mineralizzazzjoni)
prezenti u l-holgien tal-piz totali ta’ -organizmi u prodotti organici li fihom bijosintezi tal-mikroorganizmi godda.
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Mineralizzazzjoni: Id-dizintegrazzjoni ta’ sustanza kimika fmaterja organika minhabba l-mikroorganizmi li
hemm fl-ossignu mal-karbonju diossidu, l-ilma u I-melh minerali ta’ xi elementi ohra prezenti.

Fazi tad-dewmien: Il-hin minn meta jibda test sakemm jintlahaq l-addattament tad-degradar tal-mikro organizmi
u l-ammont ta’ bijodegradazzjoni ta’ sustanza kimika jew materja organika zdied ghal livell i jista’ jkun maghruf
(ez. 10 % tal-bijodegradazzjoni teoretika massima, jew inqas, jiddependi minn kemm hi preciza t-teknika tal-kejl).

Livell massimu ta’ bijodegradazzjoni: L-ammont ta’ bijodegradazzjoni ta’ sustanza kimika jew materja organika
ftest, irrekordjata fpercentwal, li ‘l fuq minnu ma ssirx aktar bijodegradazzjoni waqt it-test.

Sottostrata primarja: Gabra ta’ karbonju naturali u sorsi ta’ energija li jkabbru u jzommu l-piz totali tal-organizmi
mikrobjali.

Sottostrata sekondarja: Komponent tas-sottostrata li hemm fdik il-koncentrazzjoni baxxa, li bid-dizintegrazzjoni
tieghu, ammonti zghar hafna ta’ karbonju u energija jigu mghoddija lill-mikroorganizmi kompetenti, meta
mqabbla mal-karbonju u l-energija moghtija mid-dizintegrazzjoni tal-komponenti tas-sottostrata ewlenija (sottos-
trati primarji).

Ir-rata tad-dizintegrazzjoni kostanti: Rata tal-moviment kostanti tal-ewwel ordni jew li tixbahha, k (d™"), li tin-
dika r-rata tal-processi tad-dizintegrazzjoni. Ghal esperiment fuq grupp k hi stmata mill-parti tal-bidu tal-kurva tad-
dizintegrazzjoni miksuba wara li tintemm il-fazi tad-dewmien.

Nofs hajja, t,, (d): Terminu uzat biex jikkaratterizza r-rata tar-reazzjoni tal-ewwel ordni. Hu l-intervall tal-hin li
jikkorrispondi ghal tnaqqis fil-koncentrazzjoni b'fattur 2. In-nofs hajja u l-kostanti tar-rata tad-dizintegrazzjoni
huma marbuta ma’ l-ekwazzjoni t,, = In2/k.

Il-brejk tad-dizintegrazzjoni, DTs, (d): Terminu uzat biex jikkwantifika r-rizultat tat-testijiet tal-
bijodegradazzjoni. Huwa l-intervall ta’ hin, inkluz il-fazi tad-dewmien, mehtieg biex jintlahaq valur ta’ 50 %
bijodegradazzjoni.

IHimitu tal-gharfien (LOD) u lHimitu tal-kwantifikazzjoni (LOQ): Il-limitu tal-gharfien (LOD) huwa
l-koncentrazzjoni ta’ sustanza li 1 isfel minnu I-identita tas-sustanza ma tkunx tista’ tintgharaf mill-karatteristi¢i li
ddahhlu fil-preparazzjoni ghall-analizi. Il-limitu ta’ kwantifikazzjoni (LOQ) huwa l-koncentrazzjoni ta’ sustanza li
1 isfel minnu l-koncentrazzjoni ma tistax tkun maghrufa bi precizjoni accettabbli.

Karbonju organiku mahlul fl-ilma (DOC): Dik il-parti tal-karbonju organiku fkampjun ta’ ilma li ma tistax tit-
nehha bfazi ta’ separazzjoni specifika, per ezempju b’azzjoni ¢entrifuga permezz ta’ magna £40 000 ms 2 ghal
15-il min jew bl-iffiltrar tal-membrana billi jintuzaw membrani li fihom pori b'dijametru ta’ 0,2 pm-0,45 pm.

L-attivita organika '*C totali (TOA): L-attivita totali '*C asso¢jata mal-karbonju organiku.

L-attivita organika '*C mahlula fl-ilma (DOA): L-attivitd totali organika '*C asso¢jata mal-karbonju organiku
mahlul fl-ilma.

L-attivita organika '*C fforma ta’ partikuli separati (POA): L-attivita totali ' *C asso¢jata mal-karbonju organiku
fforma ta’ partikuli separati.

APPLIKABILITA TAT-TEST

Dan it-test simulatorju japplika ghal sustanzi organici li ma jevaporawx malajr jew jevaporaw xi ftit malajr ittest-
jati fkoncentrazzjonijiet baxxi. Permezz ta’ fliexken miftuha ghall-arja (ez. tajjar imdeffes), sustanzi bil-kostanti tar-
regola ta’ Henry ingas minn madwar 1 Pa-m’/mol (madwar 107> atm'm’|/mol) jistghu jitqiesu li ma jevaporawx
malajr fil-prattika. Permezz ta’ fliexken maghluqa bl-ispazju fuq, hu possibbli li jigu ttestjati sustanzi li ma tantx
jevaporaw malajr (bil-kostanti tar-regola ta’ Henry < 100 Pa-m’[mol jew < 107> atm'm’|/mol) minghajr telf fis-
sistema tat-test. Jista’ jkun hemm telf tas-sustanzi msejha '*C, jekk ma jittiehdux il-prekawzjonijiet gusti, meta jit-
nehha s-CO,. Fdawk is-sitwazzjonijiet, jista’ jkun hemm bzonn li s-CO, jinqabad go assorbitur intern bl-alkali jew
li tintuza sistema esterna li tassorbi s-CO, (gharfien dirett tal '*CO,; ara Anness 3). Biex ikunu maghrufa
l-movimenti tal-bijodegradazzjoni, il-koncentrazzjonijiet tas-sustanza uzata ghat-test iridu jkunu taht meta tinhall
fl-ilma. Ta’ min jinnota, izda, li I-valuri tal-letteratura ta’ meta jinhall fl-ilma jistghu jkunu oghla sew minn meta
tinhall is-sustanza uzata ghat-test fl-ilmijiet naturali. Hemm I-ghazla li tigi stabbilita s-solubilita ta’ sustanzi tat-test
partikolari li ma tantx jinhallu fl-ilma permezz tal-ilmijiet naturali li jkunu qed jigu ttestjati.

[l-metodu jista’ jkun uzat biex tigi simulata I-bijodegradazzjoni fl-ilma tal-wicc¢ li ma jkunx fih partikuli horox (“test
1i jsir fil-bahar miftuh”) jew fil-wic¢ tal-ilma mhux car, ez. li jista’ jkun hemm hdejn post fejn I-ilma jiltaga’ man-
naqal (“test sospiz tan-nagal”).
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1.5.

IL-PRINCIPJU TAT-TEST

It-test isir fi grupp billi s-sustanza uzata ghat-test tigi zviluppata fiha I-batteri jew mill-ilma tal-wicc biss (“test li jsir
fil-bahar miftuh”) jew ilma mizjud b’solidi/naqal mizmuma x'imkien bejn il-qiegh u fuq ta’ 0,01 sa lg/L uzin xott
(“test sospiz” tan-naqal biex ikun jixbah body tal-ilma mizmuma x'imkien bejn il-qiegh u fuq jew nagal li jerga’ jkun
sospiz bejn il-giegh u fug. Is-solidi mizmuma x'imkien bejn il-qiegh u fuq/il-koncentrazzjoni tan-naqal fil-firxa t'isfel
ta’ dan l-intervall hi tipika ghal hafna ilmijiet fil-wic¢. Il-fliexken tat-test tizviluppata fihom batteri fid-dlam
ftemperatura ambjentali taht kundizzjonijiet li jehtiegu l-ossignu u l-agitazzjoni. Tal-inqas zewg
koncentrazzjonijiet differenti tas-sustanza tat-test ghandhom jintuzaw sabiex jigu ddeterminati I-movimenti tad-
dizintegrazzjoni. ll-koncentrazzjonijiet ghandhom ivarjaw minn xulxin b'fattur ta’ 5 sa 10 u ghandhom jirrappre-
zentaw il-firxa mistennija ta’ koncentrazzjonijiet fl-ambjent. Il-konc¢entrazzjoni massima tas-sustanza tat-test
m’'ghandhiex te¢¢edi 100 pg/L, izda l-koncentrazzjonijiet massimi tat-test taht 10 ug/L jew inqas huma preferuti
biex ikun zgurat li I-bijjodegradazzjoni ssegwi l-movimenti tal-ewwel ordni. L-ibaxx konc¢entrazzjoni m'ghandhiex
teccedi 10 pg/L, izda l-ibaxx koncentrazzjonijiet tat-test ta’ 1-2 pg/L jew inqas minn 1 pg/L huma preferuti. Nor-
malment analizi adegwata ta’ dik il-koncentrazzjoni baxxa tista’ tintlahaq bl-uzu ta’ sustanzi msejha '*C li ssib
tixtrihom. Minhabba I-limitazzjonijiet analitici, ta’ spiss ikun impossibbli li titkejjel il-koncentrazzjoni tas-sustanza
tat-test bil-precizjoni mehtiega, jekk is-sustanza tat-test hi applikata fkoncentrazzjoni ta’s 100 pg/L (ara t-tieni
paragrafu f'sezzjoni 1.7.2.). Koncentrazzjonijiet oghla ta’ sustanzi uzati ghat-test (> 100 pg/L u xi kultant > 1 mg/L)
jistghu jintuzaw ghall-identifikazzjoni u l-kwantifikazzjoni ta’ prodotti ta’ trasformazzjoni magguri jew jekk
m’hemmx metodu ta’ analizi specifiku b'limitu baxx li jidditektja. Jekk ikunu ttestjati koncentrazzjonijiet gholja tas-
sustanza tat-test, jista’ ma jkunx possibbli li r-rizultati jintuzaw biex tkun stmata l-kostanti tad-dizintegrazzjoni tal-
ewwel ordni u n-nofs hajja, ghax id-dizintegrazzjoni probabbilment ma ssegwix il-movimenti tal-ewwel ordni.

Id-dizintegrazzjoni tkun segwita fintervalli tal-hin addattati, billi titkejjel jew is-sustanza li jkun fadal wara
l-evaporazzjoni '*C jew il-koncentrazzjoni li jkun fadal wara l-evaporazzjoni tas-sustanza tat-test meta tintuza
analizi kimika specifika. L-ghoti tal-isem '*C tal-aktar parti stabbli tal-molekula jizgura li tkun determinata
l-mineralizzazzjoni totali, filwaqt li I-ghoti ta’ l-isem '*C ta’ parti inqas stabbli tal-molekula, kif ukoll l-uzu ta’ analizi
specifika, jaghti lok ghal evalwazzjoni tal-bijodegradazzjoni primarja biss. Madankollu, l-aktar parti stabbli mhux
necessarjament tinkludi n-nofs funzjonali relevanti tal-molekula (li tista’ tkun relatata ma’ karatteristika specifika
bhat-tossicita, il-bijoakkumulazzjoni, ec¢.) Jekk hekk ikun il-kaz, ikun xieraq li tintuza sustanza tat-test, imsemmija
14¢, fil-parti funzjonali sabiex issegwi t-tnehhija tal-karatteristika specifika.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA TAT-TEST

Kemm is-sustanzi tat-test li gew immarkati permezz ta’ raggi (radiolabelled)kif ukoll dawk li ma gewx moghtija isem
jistghu jintuzaw fdan it-test. It-teknika tal-ghoti tal-isem '*C hi rakkomandata u l-ghoti tal-isem ghandu jsir
normalment fl-aktar parti(jiet) stabbli tal-molekula (ara anki sezzjoni 1.4.). Ghal sustanzi li filhom aktar minn ¢irku
li mhux saturizzat bl-umdita, karbonju wiehed jew aktar fkull ¢irku ghandu preferebbilment ikun moghti l-isem
#C. Barra minn hekk, karbonju wiehed jew aktar fuq iz-zewg nahat ta’ ghaqdiet li jistghu jigu dizintegrati fa¢il-
ment ghandhom preferibbilment ikollhom I-isem '*C. Il-purita kimika u/jew radjokimika tas-sustanza tat-test
ghandha tkun > 95 %. Ghal sustanzi mmarkati permezz ta’ raggi, attivita specifika ta’ madwar 50 pCijmg
(1,85 MBq) jew aktar hi preferuta sabiex tiffacilita l-kejl '*C ftestijiet li jsiru b’koncentrazzjonijiet baxxi fil-bidu.
Ghandu jkun hemm l-informazzjoni li gejja dwar is-sustanza uzata ghat-test:

— is-solubilita fl-ilma [Metodu A6];
— is-solubilita fagent(i) organiku li jinhall (sustanzi applikati bl-agent li jinhall jew li ma tantx jinhallu fl-ilma);

— il-kostanti dikompost (pKa) jekk is-sustanza ghandha tendenza ghal protonation jew deprotonation [OECD
TG 112] (5);

— il-pressjoni tal-fwar [Metodu A.4] u I-ligi ta’ Henry kostanti;
— stabbilita kimika fl-ilma u fid-dlam (idrolisi) [Metodu C.7].

Meta sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma jkunu qed jigu ttestjati fl-ilma bahar, ta’ min ikun jaf il-kostanti tat-tnehhija
tal-melh (jew “il-kostanti Setschenow”) K®, li huma mfissra permezz tal-espressjoni: log (S/S) = K* C,, fen Su &
huma kemm tinhall is-sustanza fl-ilma pur u l-ilma bahar, rispettivament, u C, hija I-koncentrazzjoni molar
tal-melh.

Jekk it-test isir bhala “test tan-nagal mizmum xi mkien bejn il-qiegh u fuq” l-informazzjoni li gejja ghandha tkun
disponibbli:

—  koeffi¢jent tad-divizjoni n-octanol/ilma [Metodu A.8];

—  koeffi¢jent ta’ kemm il-molekuli jzommu fil-wicc ta’ likwidu (absorption coefficient) [Metodu C.18];
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Informazzjoni ohra utli tista’ tinkludi:

— il-koncentrazzjoni ambjentali, jekk tkun maghrufa jew stmata;

— it-tossicita tas-sustanza uzata ghat-test ghall-mikroorganizmi [Metodu C.11];

— bijodegraddibilta lesta ufjew li tezisti fiha [Metodi C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)];

— studji dwar il-bijodegradabbilta li tehtieg l-ossignu fl-ilma jew li ma tehtiegx ossignu fil-hamrija u fil-bidla tan-
naqal/l-ilma [Metodi C.23, C.24].

SUSTANZA UZATA BHALA REFERENZA

Sustanza, li tista’ tiddizintegra facilment fkundizzjonijiet li jkunu jehtiegu l-ossignu fl-ilma (ez. l-aniline jew
is-sodium benzoate) ghandha tintuza bhala sustanza ta’ referenza. L-intervall ta’ hin mistenni ghad-dizintegrazzjoni
tal-aniline u tas-sodium benzoate huwa normalment inqas minn gimaghtejn. L-iskop tas-sustanzi uzati bhala
referenza hu li jkun zgurat li l-attivita tal-mikroorganizmi ta’ l-ilma uzat ghat-test hi fcerti limiti; jigifieri li -ilma
fih popolazzjoni attiva ta’ mikroorganizmi.

KRITERJI DWAR IL-KWALITA’

Irkuprar

Hekk kif tigi mizjuda s-sustanza uzata ghat-test, kull test tal-koncentrazzjoni tal-bidu ghandu jigi vverifikat billi
titkejjel l-attivita '*C, jew permezz ta’ analizi kimika fil-kaz ta’ sustanzi li m’ghandhomx isem, f'tal-inqas kampjuni
doppji. Dan jaghti informazzjoni dwar kemm ghandu jkun applikat u kemm ghandu jigi mtenni I-metodu anali-
tiku kif ukoll dwar kemm hu uniformi t-tqassim tas-sustanza uzata ghat-test. Normalment, l-attivita '*C inizjali
jew il-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test jintuzaw fl-analizi sussegwenti tad-data aktar milli I-koncentrazzjoni
nominali bhala telf minhabba s-sorption u zbalji fid-daqs tad-dozi jigu kumpensati. Ghas-sustanza tat-test
imsemmija '*C, il-livell ta’ irkuprar fl-ahhar tal-esperiment hu moghti bil-bilan¢ fil-piz (ara l-ahhar paragrafu fis-
sezzjoni 1.8.9.4). Idealment, il-bilanc¢ tal-piz immarkat permezz ta’ raggi ghandu jestendi minn 90 % ghal 110 %,
filwaqt li I-precizjoni analitika ghandha twassal ghal irkuprar tal-bidu bejn 70 % u 110 % ghal sustanzi tat-test li
m’'ghandhomx isem. Dawn il-firxiet ghandhom ikunu interpretati bhala miri u m’'ghandhomx jintuzaw bhala
kriterji biex jigi accettat it-test. Il-precizjoni analitika tista’ tigi ddeterminata ukoll ghas-sustanza tat-test
fkoncentrazzjoni ibaxx mill-koncentrazzjoni tal-bidu u ghall-prodotti ta’ trasformazzjoni magguri.

Kemm ghandu jigi mtenni u kemm hu sensittiv il-metodu analitiku

Kemm ghandu jigi mtenni l-metodu analitiku (inkluz l-effi¢jenza tal-estrazzjoni tal-bidu) biex tigi kwantifikata
s-sustanza tat-test, u l-prodotti ta’ trasformazzjoni, jekk jixraq, ghandu jkun ic¢ekkjat billi jkun hemm hames analizi
l-istess tal-estratti individwali tal-ilma tal-wicc.

[l-limitu ta’ gharfien (LOD) tal-metodu analitiku ghas-sustanza uzata ghat-test u ghall-prodotti ta’ trasformazzjoni
ghandu jkun tal-inqas 1 % tal-ammont tal-bidu applikat lis-sistema tat-test jekk hu possibbli. Il-limitu ta’ kwanti-
fikazzjoni (LOQ) ghandu jkun dags jew inqas minn 10 % tal-koncentrazzjoni applikata. L-analizi kimika ta’ hafna
sustanzi organici u l-prodotti tat-trasformazzjoni taghhom ta’ spiss jehtiegu li s-sustanza uzata ghat-test tkun
applikata fkoncentrazzjoni kemm xejn gholja, jigifieri > 100 pg/L.

DESKRIZZJONI TAL-METODU TAT-TEST

Taghmir

It-test jista’ jsir fi fliexken forma ta’ lembut jew forma ta’ ¢ilindru tad-dags addattat (ez. li jesghu 0,5 jew 1,0 litru)
maghluqa btappijiet tas-silikon jew lastku, jew fi fliexken tas-serum b’ghotjien li ma johrogx minnhom CO, (ez.
b'gheluq tal-lastku sintetiku). Inkella t-test jista’ jsir bl-uzu ta’ hafna fliexken u bl-osservazzjoni tal-konsegwenzi tal-
fliexken kollha, ta’ I-inqas darbtejn, fkull intervall tal-kampjuni (ara l-ahhar paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.1). Ghas-
sustanzi tat-test li ma jevaporawx malajr u li mhumiex immarkati bir-raggi, mhemmx bzonn ta’ tappijiet jew
ghotjien li ma johrogx gass minnhom; bicciet tat-tajjar li ma jaghtux lok li jkun hemm kontaminazzjoni mill-arja
huma addattati (ara t-tieni paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.1.). Sustanzi li ma tantx jevaporaw malajr ghandhom ikunu
ttestjati f'sistema tat-tip tal-bijometer billi jithawwad bil-mod l-ilma tal-wi¢¢. Biex ikun zgurat li ma ssirx
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kontaminazzjoni mill-batterji, il-kontenituri jistghu jigu sterilizzati billi jissahhnu jew jigu stimjati qabel ma jintu-
zaw. Barra minn hekk, it-taghmir standard tal-laboratorju li gej huwa uzat:

— mejdali tittrieghed jew oggetti li jhalltu manjetici biex ikun hemm ¢aqgliq kontinwu tal-fliexken uzati ghat-test,
— magna centrifuga,

—  pH meter,

—  turbidimeter biex ikejjel koncentrazzjoni tal-frak tat-tajn,

— forn jew majkrowejv biex ikun maghruf il-piz xott,

— apparat li jissepara I-membrana,

—  sterilizzatur li juza’ stim bi pressjoni gholja jew forn biex jisterilizza bis-shana I-kontenituri tal-hgieg,

— fagilitijiet biex jimmaniggjaw is-sustanzi mmarkati '*C,

—  taghmir biex tigi kwantifikata l-attivita '*C fkampjuni mit-tahlitiet li jagbdu s-CO, u, jekk hemm bzonn, mill-
kampjuni tan-naqal,

— taghmir analitiku biex tkun maghrufa s-sustanza uzata ghat-test (jew is-sustanza ta’ referenza) jekk tintuza’
analizi kimika specifika (ez. dak li jifred il-gass ftahlita, dak li jifred il-likwidu bi pressjoni gholja).

Tahlitiet tal-kwantita tas-sustanza tat-test

IIma minghajr ions uzat biex jigu ppreparati t-tahlitiet tal-kwantita tat-test u s-sustanzi ta’ referenza (ara l-ewwel
paragrafu fis-sezzjoni 1.8.7). L-ilma minghajr ions m'ghandux ikun fih sustanzi li jistghu jkunu tossici ghall-
mikroorganizmi, u I-karbonju organiku mahlul fl-ilma (DOC) m’ghandux ikun aktar minn 1 mg/L (6).

Gbir u garr tal-ilma tal-wiéé

Il-post fejn jittiechdu I-kampjuni ghall-gbir tal-ilma tal-wic¢ ghandu jintghazel skont I-ghan tat-test fkull sitwazzjoni
partikolari. Meta jintghazlu l-postijiet fejn ghandhom jittichdu I-kampjuni, ghandha titgies l-istorja ta’ kontribut
agrikolu, industrijali jew domestiku li jista’ jkun hemm. Jekk ikun maghruf li ambjent akwatiku gie kkontaminat
bis-sustanza tat-test jew l-analogu struttuturali taghha fl-erba’ snin ta’ qabel, m’ghandux jintuza’ ghall-gbir ta’ ilma
ghat-test, sakemm l-investigazzjoni tar-rati ta’ dizintegrazzjoni f'postijiet li kienu esposti qabel huwa I-ghan dikjatur
ta’ l-investigatur. Il-pH u t-temperatura tal-ilma ghandhom ikunu mkejla fil-post tal-gbir. Barra minn hekk, il-fond
tat-tehid tal-kampun u d-dehra tal-kampjun tal-ilma (ez. kulur u nuqqas ta’ ¢arezza) ghandhom jigu nnutati (ara
sezzjoni 3). Il-koncentrazzjoni tal-ossignu ufjew il-potenzjal tal-ossidazzjoni u t-tnaqqis fl-ilma u fis-saff tan-naqal
tal-wic¢ ghandu jitkejjel sabiex juri I-kundizzjonijiet li jehtiegu l-ossignu fl-ilma sakemm dan ma jkunx ovvju mid-
dehra u mill-esperjenza storika tal-post. L-ilma tal-wic¢ ghandu jingarr fkontenitur li hu mnaddaf sew. Waqt il-garr,
it-temperatura tal-kampjun m’ghandhiex tec¢edi b'mod sinifikanti t-temperatura uzata fit-test. Hu rakkomandat li
tigi mkessha ghal temperatura ta’ 4 °C waqt il-garr jekk idum aktar minn 2 jew 3 sighat. Il-kampjun tal-ilma
m’ghandux ikun iffrizat.

Il-hzin u l-preparazzjoni tal-ilma tal-wi¢¢

It-test ghandu jibda preferibbilment fi Zmien gurnata wara li jingabar il-kampjun. Il-hzin tal-ilma, jekk hemm
bzonn, ghandu jkun minimizzat u ghall-ebda raguni m’ghandu jagbez massimu ta’ 4 gimghat. Il-kampjun tal-ilma
ghandu jinzamm ftemperatura ta’ 4 °C i¢cargjat b’gas sakemm jintuza. Qabel ma jintuza, il-partijiet I-irqaq horox
ghandhom jitnehhew, ez. billi jigu iffiltrati minn go filter tan-najlon li x-xibka tieghu tkun daqs 100 pm jew b'filter
tal-karta hoxna, jew billi jithalla joqghod halli n-naqal jinzel fil-qiegh.

Il-preparazzjoni tal-ilma mizjud bin-naqal (mhux obbligatorja)

Ghat-test tan-nagal mizmum x'imkien bejn il-qiegh u l-wic¢, in-naqal tal-wic¢ jigi mizjud fil-fliexken li fihom ilma
naturali (iffiltrat biex jitnehhew il-frak horox kif deskritt fis-sezzjoni 1.8.4.) biex tinkiseb is-sospensjoni;
il-kon¢entrazzjoni ta’ solidi mizmuma x'imkien bejn il-giegh u fuq ghandha tkun bejn 0,01 u 1 g/L. In-naqal tal-
wic¢ ghandu jkun ta’ l-istess post minn fejn ittieched il-kampjun ta’ l-ilma. Skont l-ambjent akwatiku partikulari,
in-nagqal tal-wicc jista’ jew ikun karatterizzat minn kontenut gholi ta’ karbonju organiku (2.5-7.5 %) u konsistenza
fina jew minn kontenut baxx ta’ karbonju organiku (0.5-2.5 %) u konsistenza harxa (3). In-naqal tal-wic¢ jista’ jigi
preparat kif gej: hu diversi bic¢iet min-nofs tan-naqal billi tuza tubu trasparenti tal-plastik, nehhilu s-saffi ta’ fuq Ii
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jehtiegu l-ossignu (mill-wicc sa fond ta’ massimu ta’ 5 mm) ezatt wara li jittiched il-kampjun u itfaghhom flimkien.
Il-kampjun li johrog tan-naqgal ghandu jingarr go kontenitur li I-parti ta’ fuq tieghu hi kbira bizzejjed ghall-arja biex
izomm lin-naqal fkundizzjonijiet li jehtiegu l-ossignu (kesshu ghal 4 °C jekk il-garr idum aktar minn 2-3 sighat).
Il-kampjun tan-naqal ghandu jinzamm bejn il-giegh u l-wic¢ fl-ilma tat-test fi proporzjon ta’ 1:10 u jinzamm
ftemperatura ta’ 4 °C iccargjat bil-gass sakemm jintuza. Il-hzin tan-naqal, jekk hemm bzonn, ghandu jkun mini-
mizzat u m'ghandux jagbez massimu ta’ 4 gimghat.

Procedura semi-kontinwa (mhux obbligatorja)

L-inkubazzjoni fit-tul (diversi xhur) tista’ tkun mehtiega jekk il-perjodu tad-dewmien isir qabel ma tkun tista’
titkejjel dizintegrazzjoni sinifikanti tas-sustanza tat-test. Jekk din tkun maghrufa minn testijiet imghoddija tas-
sustanza, it-test jista’ jinbeda permezz tal-procedura semi-kontinwa, li taghti lok ghal tigdid perjodiku ta’ parti mill-
ilma tat-test jew mis-sospensjoni (ara Anness 2). Inkella, it-test normali fuq grupp jista’ jinbidel b’test semi-
kontinwu, jekk id-dizintegrazzjoni tas-sustanza tat-test intlahget matul madwar 60 gurnata ta’ testjar billi ntuzat
il-procedura tal-grupp (ara t-tieni paragrafu fis-sezzjoni 1.8.8.3).

Zieda tas-sustanza tat-test (jew ta’ referenza)

Ghal dawk is-sustanzi li jinhallu malajr fl-ilma (> 1mg/L) u jevaporaw ftit (bir-regola ta’ Henry
kostanti < 1 Pa-m®/mol jew < 107> atm-m?*/mol), tahlita tal-kwantita tista’ tigi ppreparata fl-ilma minghajr ions (ara
sezzjoni 1.8.2); il-volum addattat tal-kwantita jigi mizjud fil-kontenituri tat-test biex tinkiseb il-konc¢entrazzjoni
mixtieqa. Il-volum ta’ xi kwantita tat-tahlita ghandu jkun il-minimu prattiku (< 10 % tal-volum tal-likwidu finali,
jekk jista’ jkun). Procedura ohra hi li s-sustanza tat-test tigi mahlula fvolum akbar ta’ ilma tat-test, li tista’ tidher
bhala alternattiva ghall-uzu ta’ agenti organici li jinhallu.

Jekk ma jkunx possibbli, it-tahlitiet tal-kwantita ta’ sustanzi li ma jevaporawx malajr u li ma jinhallux malajr fl-ilma
ghandhom ikunu preparati permezz ta’ agent organiku li jinhall u li jevapora malajr, izda l-ammont tal-agent li
jinhall mizjuda mas-sistema tat-test m'ghandux jeccedi il-1 % v/v u m'ghandux ihalli effetti hziena fuq l-attivita tal-
mikroorganizmi. L-agent li jinhall m'ghandux jaffettwa l-istabbilita tas-sustanza tat-test fl-ilma. L-agent li jinhall
m’ghandux jitnehha fi kwantita Zghira tant li ma zzidx b'mod sinifikanti I-koncentrazzjoni DOC ta’ l-ilma tat-test
jew is-sospensjoni. Dan ghandu jkun i¢c¢ekkjat bl-analizi tas-sustanza specifika jew, jekk jista’ jkun, permezz ta’
analizi DOC (6). Ghandha tinghata attenzjoni biex jigi llimitat l-ammont ta’ agent li jinhall trasferit ghal dak li hu
assolutament necessarju, u biex ikun zgurat li l-ammont tas-sustanza tat-test tista’ tinhall fil-volum finali ta’ I-ilma
tat-test. Jistghu jintuzaw tekniki ohra biex tiddahhal is-sustanza tat-test fil-kontenituri tat-test kif deskritt £(7) u (8).
Meta agent organiku li jinhall jintuza ghall-applikazzjoni tas-sustanza tat-test, il-kontrolli tal-agent li jinhall li fihom
l-ilma tat-test (minghajr zidiet) u l-ilma tat-test bis-sustanza ta’ referenza mizjuda ghandhom ikunu ttrattati bl-istess
mod bhall-kontenituri attivi tat-test mizjuda bis-sustanza tat-test f'dak li jgorr l-agent li jinhall. L-iskop tal-kontrolli
tal-agent li jinhall hu biex jigu ezaminati xi effetti negattivi li jistghu jkunu kkawzati mill-agent i jinhall fuq
il-popolazzjoni tal-mikroorganizmi kif indikat mid-dizintegrazzjoni tas-sustanza ta’ referenza.

Kundizzjonijiet tat-test

Temperatura tat-test

L-inkubazzjoni ghandha ssir fid-dlam (preferibbilment) jew fdawl batut b’temperatura kkontrollata (+ 2 °C), li tista’
tkun it-temperatura tal-esperiment jew it-temperatura standard ta’ 20-25 °C. It-temperatura tal-esperiment tista’
tkun jew it-temperatura proprja tal-kampjun ta’ meta jittiched il-kampjun jew it-temperatura medja tal-esperiment
fil-post fejn jittiched il-kampjun.

Caqliq

I¢-caqliq permezz ta’ ¢aqliq jew thawwid kontinwu ghandu jsir biex il-partikuli z-zghar u I-mikroorganizmi jkunu
mizmuma xi mkien bejn il-giegh u l-wice. I¢-caqliq jghin ukoll biex jigi trasferit l-ossignu mill-parti ta’ fuq ghal-
likwidu sabiex il-kundizzjonijiet fejn ikun mehtieg l-ossignu jistghu jinzammu b'mod adegwat. Qieghed il-fliexken
fuq mejda li titrieghed (madwar 100 rpm ta’ ¢aqliq) jew uza xi haga manjetika biex thawwad. I¢-¢aqgliq irid ikun
kontinwu. 1zda, i¢-caqliq jew it-thawwid ghandu jsir bil-mod kemm jista’ jkun, filwaqt li jinzamm flivell uniformi
x'imkien bejn il-giegh u l-wice.
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1.8.8.3.

1.8.9.1.

1.8.9.2.

Tul tat-test

It-test m’'ghandux idum aktar minn 60 jum sakemm ma tkunx qed tigi applikata l-procedura semi-kontinwa bit-
tigdid perjodiku tat-test ta’ sospensjoni (ara sezzjoni 1.8.6 u Anness 2). Madankollu, il-perjodu tat-test ghat-test
tal-grupp jista’ jkun estiz ghal massimu ta’ 90 gurnata, jekk id-dizintegrazzjoni tas-sustanza tat-test bdiet fl-ewwel
60 jum. Id-dizintegrazzjoni hi monitorjata, fintervalli tal-hin addattati, billi tkun maghrufa l-attivitd '*C tas-
sustanza li jifdal wara l-evaporazzjoni jew '*CO, evolut (ara sezzjoni 1.8.9.4) ufjew permezz ta’ analizi kimika (sez-
zjoni 1.8.9.5). Il-hin tal-inkubazzjoni ghandu jkun twil bizzejjed biex jevalwa l-process ta’ dizintegrazzjoni.
L-ammont ta’ dizintegrazzjoni preferibbilment ghandu jeccedi 50 %; ghas-sustanzi li jiddizintegraw bil-mod,
l-ammont ta’ dizintegrazzjoni ghandu jkun bizzejjed (normalment aktar minn 20 % dizintegrazzjoni) sabiex jiz-
gura i tigi stmata r-rata kostanti ta’ dizintegrazzjoni tal-moviment.

Kejl perjodu tal-pH u I-koncentrazzjoni tal-ossignu fis-sistema tat-test ghandu jsir sakemm dan ma jkunx mehtieg
minhabba esperjenzi mghoddija minn testi simili bil-kampjuni ta’ I-ilma u n-naqal migbura mill-istess post. Taht
xi kundizzjonijiet, il-metabolizmu tas-sottostrati primarji fkoncentrazzjonijiet aktar gholja fl-ilma jew in-naqal
jistghu jwasslu ghall-evoluzzjoni bizzejjed tas-CO, u t-tnehhija tal-ossignu biex li jbiddlu b'mod sinifikanti
l-kundizzjonijiet esperimentali waqt it-test.

Il-Procedura
Il-preparazzjoni tal-fliexken ghat-test fil-bahar miftuh

Ittrasferixxi volum addattat ta’ ilma tat-test fil-fliexken tat-test, sa gisu terz tal-volum tal-flixkun u mhux anqas minn
madwar 100 ml. Jekk jintuzaw diversi fliexken (biex ikunu jistghu jigu maghrufa I-konsegwenzi tal-fliexken kollha
kull meta jittiehdu I-kampjuni), il-volum addattat tal-ilma tat-test hu kwazi wkoll ta” madwar 100 ml, ghaliex
volumi zghar tal-kampjuni jistghu jinfluwenzaw it-tul tal-fazi tad-dewmien. Is-sustanza tat-test hi mizjuda mit-
tahlita tal-kwantita kif deskritta fis-sezzjonijiet 1.8.2 u 1.8.7. Tal-inqas zewg koncentrazzjonijiet differenti tas-
sustanza tat-test li jvarjaw b'fattur ta’ 5 sa 10 ghandhom jintuzaw sabiex ikunu maghrufa I-movimenti tad-
dizintegrazzjoni u biex tigi kalkolata r-rata kostanti tad-dizintegrazzjoni tal-moviment. Iz-zewg koncentrazzjonijiet
maghzula ghandhom ikunu inqas minn 100 pg/L u preferibbilment inqas minn < 1-10 pg/L.

Aghlaq il-fliexken bit-tappijiet jew ghotjien li minnhom ma tistax tghaddi arja u CO,. Ghall-kimici tat-test li ma
jevaporawx ta’ '*C li m'ghandhomx isem, bi¢ciet tat-tajjar huma addattati biex jintuzaw bhala tappijiet biex jevi-
taw kontaminazzjoni mill-arja (ara sezzjoni 1.8.1) dejjem jekk xi prodotti magguri ta’ dizintegrazzjoni huma magh-
rufa li ma jevaporawx, u jekk tintuza’ determinazzjoni tas-CO, indiretta (ara Anness 3).

Inkuba I-fliexken fit-temperatura maghzula (ara sezzjoni 1.8.8.1). Nehhi I-kampjuni ghall-analizi kimika jew il-kejl
14C fil-bidu tat-test (jigifieri qabel ma tibda d-dizintegrazzjoni; ara sezzjoni 1.7.1) u mbaghad fintervalli tal-hin
addattati matul it-test. It-tehid tal-kampjuni jista’ jsir billi jitnehhew is-sotto kampjuni (ez. 5 ml tal-kampjuni) minn
kull repetizzjoni tal-esperiment jew permezz tal-esperjenza tal-konsegwenzi tal-fliexken kollha meta jittiehdu
l-kampjuni. I-mineralizzazzjoni tas-sustanza tat-test tista’ tinstab direttament jew indirettament (ara Anness 3).
Normalment, ikun mehtieg minimu ta’ hames postijiet fejn jittiehdu kampjuni waq il-fazi tad-dizintegrazzjoni (jigi-
fieri wara li tintemm il-fazi tad-dewmien) sabiex tkun stmata r-rata kostanti affidabbli, sakemm ma jkunx gustifi-
kat li tliet postijiet tat-tehid ta’ kampjuni huma bizzejjed ghas-sustanzi li jiddizintegraw malajr. Ghas-sustanzi li ma
jiddizintegrawx malajr jista’ jsir facilment aktar kejl waqt il-fazi tad-dizintegrazzjoni u, ghalhekk, ghandhom jin-
tuzaw aktar postijiet tad-data biex tkun stmata k. L-ebda skeda tal-hin fissa ghat-tehid ta’ kampjuni ma tista’ tkun
stipulata, ghaliex ir-rata ta’ bijodegradabbilta tvarja; madankollu hu rakkomandat li jittiched kampjun darba
fgimgha jekk id-dizintegrazzjoni tkun baxxa. Jekk is-sustanza tat-test tiddizintegra malajr, it-tehid ta’ kampjuni
ghandu jsir darba kuljum fl-ewwel tlett ijiem u mbaghad kull tieni jew tielet gurnata. Taht Certi ¢irkostanzi, bhal
bsustanzi li jkollhom azzjoni kimika mghaggla hafna fl-ilma, ikun mehtieg li jittiehdu kampjuni fintervalli ta’ sie-
gha. Hu rrikmandat li jsir studju preliminari qabel it-test sabiex ikunu maghrufa l-intervalli addattati tat-tehid ta’
kampjuni. Jekk il-kampjuni jridu jkunu disponibbli ghal aktar analizi specifika, ta’ min jiechu aktar kampjuni u mba-
ghad jintghazlu dawk li jridu jigu analizzati fl-ahhar tal-esperiment wara li tintuza strategija b'lura, jigifieri I-ahhar
kampjuni jigu analizzati l-ewwel (ara t-tieni paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.5 ghal gwida dwar l-istabbilita tal-kampjuni
wagqt il-hzin).

Numiru ta’ fliexken u kampjuni
Lesti numru bizzejjed ta’ fliexken tat-test biex ikollok:

— fliexken tat-test; tal-inqas fliexken doppji ghal kull koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test (preferibbilment
minimu ta’ 3) jew diversi fliexken tat-test ghal kull koncentrazzjoni, jekk fliexken tat-test shah jigu pproces-
sati kull darba li jittiehdu l-kampjuni (simbolizzata Fy),

— fliexken tat-test ghall-kalkolazzjoni tal-bilanc tal-piz; tal-inqas fliexken doppji ghal kull koncentrazzjoni tat-
test (simbolizzata Fy,),
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—  kontroll vojt, l-ebda sustanza tat-test; tal-inqas tal-flixkun tat-test vojt li fih biss I-ilma tat-test (simbolizzata Fy),

— kontroll ta’ referenza; flixkien doppji bis-sustanza ta’ referenza (ez. aniline jew sodium benzoate £10 pg/l)
(simbolizzata F(). L-iskop tal-kontroll tar-referenza hu li jigi kkonfermat minimu ta’ attivita tal-
mikroorganizmi. Jekk hu konvenjenti, sustanza ta’ referenza mmarkata bir-raggi tista’ tintuza, anki meta
d-dizintegrazzjoni tas-sustanza tat-test tigi mmonitorjata permezz ta’ analizi kimika,

—  kontroll li ma fihx mikroorganizmi; wieched jew aktar mill-fliexken li fihom ilma tat-test minghajr mikroor-
ganizmi biex tkun ezaminata d-dizintegrazzjoni mhux hajja li jista’ jkun hemm jew xi tnehhija ohra li mhix
bijologika tas-sustanza tat-test (simbolizzata Fg). L-attivita bijologika tista’ titwaqqaf permezz ta’ sterilizzaz-
zjoni bi pressjoni gholja taht stim (121 °C; 20 min) tal-ilma tat-test jew billi jigi mizjud tossikant (ez. sodium
azide (NaN;) £10-20 g/l chloride tal-merkurju (HgCl,) £100 mg/l jew formalin 100 mg/l jew billi tigi esposta
ghar-raggi gamma. Jekk jintuza HgCl,, ghandhom jiddisponu minnu bhala skart tossiku. Ghall-ilma mizjud
bin-naqal fammont kbir, mhux facli li jinkisbu l-kundizzjonijiet li ma jkunx fihom mikroorganizmi; fdan
il-kaz hu irrikkmandat li ssir aktar minn sterilizzazzjoni wahda bi pressjoni gholja tal-istim (ez. tliet darbiet).
Ta’ min iqis li l-karatteristici tas-sorption tan-naqal jistghu jinbidlu meta ssir l-isterilizzazzjoni bi pressjoni
gholja tal-istim,

—  kontrolli tal-agenti li jhollu, li fihom l-ilma tat-test u l-ilma tat-test bis-sustanza ta’ referenza; fliexken doppji
trattati bl-istess ammont ta’ agent li jinhall u bl-uzu tal-istess procedura bhal dik uzata ghall-applikazzjoni tas-
sustanza tat-test. L-iskop hu li jigu ezaminati xi effetti hziena tal-agent li jinhall billi tkun maghrufa
d-dizintegrazzjoni tas-sustanza ta’ referenza.

Fit-tfassil tat-test, l-investigatur ghandu jqis l-importanza relattiva ta’ Zjieda fir-repetizzjoni tal-esperiment kontra
zjieda fin-numru ta’ hinijiet tat-tehid tal-kampjuni. In-numru ezatt ta’ fliexken mehtiega jiddependi mill-metodu
uzat biex titkejjel id-dizintegrazzjoni (ara t-tielet paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.1.; sezzjoni 1.8.9.4 u Anness 3).

Ghandhom jittichdu zewg sotto kampjuni (ez. 5 ml kampjuni) minn kull flixkun tat-test kull meta jittichdu
l-kampjuni. Jekk jintuzaw diversi fliexken biex ikunu jistghu jigu pprocessati fliexken shah, minimu ta’ zewg
fliexken ghandu jkun issagrifikat kull meta jittichdu l-kampjuni (ara l-ewwel paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.1).

Preparazzjoni tal-fliexken ghat-test tan-naqal sospiz [mhux obbligatorju]

Zid il-volumi mehtiega ta’ ilma tat-test u n-naqal, jekk hemm bzonn, fil-kontenituri tat-test (ara sezzjoni 1.8.5).
Il-preparazzjoni tal-fliexken ghat-test tan-naqal sospiz huwa l-istess bhal dak ghat-test li jsir fil-bahar miftuh (ara
s-sezzjonijiet 1.8.9.1 u 1.8.9.2). Jekk jista’ jkun uza’ fliexken tas-serum jew fliexken ta’ ghamla simili. Qieghed
il-fliexken maghluga mimduda fuq dak li jreghedhom. Ovvjament, fliexken miftuha ghal sustanzi li ma jevaporawx
ta’ 1*C mhux moghtija isem, ghandhom jitqeghdu fil-pozizzjoni wieqfa, fdan il-kaz hu rrikkmandat Ii jsir thawwid
manjetiku u l-uzu ta’ bars manjetici miksija bil-hgieg. Jekk hemm bzonn, i¢ccargja I-fliexken bil-gass biex izzomm
il-kundizzjonijiet xierqa li jkunu jehtiegu I-ossignu.

Determinazzjonijiet radjokemikali

Is'*CO, evolut jitkejjel indirettament u direttament (ara Anness 3). Is'*CO, jigi maghruf indirettament permezz
tad-differenza bejn l-attivita '*C inizjali fl-ilma tat-test jew is-sospensjoni u l-attivita totali tas-sustanza li jifdal wara
l-evaporazzjoni meta jittichdu I-kampjuni kif jitkejlu wara li I-kampjun ikun mimli bl-actu ghal ph 2-3 u jitnehha
s-CO,. ll-karbonju inorganiku ghalhekk jitnehha u l-attivita mkejla tas-sustanza li jifdal wara l-evaporazzjoni tigi
minn materjal organiku. L-gharfien indirett tas™'*CO, m’ghandux jintuza’, jekk il-prodotti tat-trasformazzjoni
magguri li jevaporaw malajr jiffurmaw wagqt it-trasformazzjoni tas-sustanza tat-test (ara Anness 3). Jekk jista’ jkun,
l-evoluzzjoni '*CO, ghandha titkejjel direttament (ara Anness 3) kull meta jittiehdu l-kampjuni ftal-inqas flixkun
wiehed tat-test, din il-procedura taghti lok biex ikunu ¢cekkjati 1-bilan¢ tal-piz u 1-process tal-bijodegradazzjoni,
izda hi ristretta ghat-testijiet li jsiru fuq il-fliexken maghluqa.

Jekk is™'*CO, evolut jitkejjel direttament waqt it-test, aktar fliexken ghandhom jigu ppreparati ghal dan il-ghan
fil-bidu tat-test. Hu rrikkmandat li tkun maghrufa b'mod dirett is ' *CO,, jekk prodotti ta’ trasformazzjoni magguri
li jevaporaw malajr jigu ffurmati waqt it-trasformazzjoni tas-sustanza tat-test. Fkull post ta’ kejl il-fliexken tat-test
l-ohra jimtlew bl-a¢tu ghal pH2-3 u s7'*CO, jingabar fassorbitur intern jew estern (ara Anness 3).

Hemm ukoll I-ghazla fejn il-konéentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test imsemmiija '*C u prodotti ta’ trasformaz-
zjoni magguri jistghu jkunu maghrufa permezz tar-radjokromatografija (ez. kromatografija ta’ saff irqiq, RAD-TLC)
jew HPLC li tagbad ir-radjokimici.
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Ghazla ohra tista’ tkun il-fazi tat-tqassim tar-radjoattivita li fadal (ara Anness 1) u s-sustanza tat-test li jifdal wara
l-evaporazzjoni u l-prodotti tat-trasformazzjoni jistghu jigu ddeterminati.

Fl-ahhar tat-test il-bilan¢ tal-piz ghandu jkun determinat permezz ta’ kejl dirett tas™'*CO, bl-uzu ta’ fliexken sepa-
rati tat-test li minnhom ma jittichdu l-ebda kampjuni waqt it-test (ara Anness 3).

Analizi kimika specifika

Jekk ikun hemm metodu analitiku sensittiv specifiku, il-bijodegradazzjoni primarja tista’ tigi evalwata billi titkejjel
il-koncentrazzjoni totali li jkun fadal wara l-evaporazzjoni tas-sustanza tat-test minflok l-uzu ta’ tekniki li jimmar-
kaw bir-raggi. Jekk tintuza’ sustanza tat-test immarkata bir-raggi (biex titkejjel il-mineralizzazzjoni totali), analizi
kimici specifici jistghu jsiru fl-istess hin biex jaghtu informazzjoni ohra utli u biex jiccekkjaw il-procedura. Analizi
kimika specifika tista’ tintuza wkoll biex jitkejjlu I-prodotti ta’ trasformazzjoni ffurmati waqt id-dizintegrazzjoni
tas-sustanza tat-test, u dan hu rrikkmandat ghas-sustanzi li huma mineralizzati b'nofs hajjiet li jeccedu 60 gurnata.
Il-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test u l-prodotti ta’ trasformazzjoni kull meta jittichdu l-kampjuni ghandhom
jigu mkejla u jsir rapport dwarhom (bhala koncentrazzjoni u bhala persentagg ta’ dik applikata). Generalment,
il-prodotti tat-trasformazzjoni li jinstabu > 10 % tal-koncentrazzjoni applikata fi kwalunkwe hin meta jittichdu
l-kampjuni ghandhom ikunu identifikati sakemm ma jkunux hemm ragunijiet ohra gustifikati biex isir mod iehor.
Il-prodotti ta’ trasformazzjoni li ghalihom dejjem qed jizdiedu l-koncentrazzjonijiet waqt l-istudju ghandhom ukoll
jitqiesu fl-identifikazzjoni, anki jekk il-koncentrazzjonijiet taghhom ma jec¢edux il-limitu msemmi hawn fuq,
ghaliex dawn jistghu jindikaw persistenza. L-analizi tal-prodotti ta’ trasformazzjoni fil-kontrolli ta’ sterilizzazzjoni
ghandha titgies, jekk trasformazzjoni mhux hajja mghaggla tas-sustanza tat-test (ez. idrolisi) tista’ tigri. ll-bzonn ta’
kwantifikazzjoni u identifikazzjoni tal-prodotti tat-trasformazzjoni ghandhom jitqiesu kaz b’kaz, u jinghataw gus-
tifikazzjonijiet ghalihom fir-rapport. Tekniki biex jigu estratti permezz tal-agent organiku li jinhall ghandhom
ikunu applikati skont id-direzzjonijiet moghtija fil-procedura analitika rispettiva.

Il-kampjuni kollha ghandhom jinhaznu ftemperatura ta’ 2 sa 4 °C u jigu ssiggillati biex ma tidholx arja jekk
l-analizi ssir fi zmien 24 siegha (jekk hu possibbli). Ghal hzin aktar fit-tul, il-kampjuni ghandhom ikunu ffrizati
taht temperatura ta’ — 18 °C jew ippriservati kimikament. L-uzu ta’ l-actu biex jigu ppriservati I-kampjuni mhux
metodu rrikmandat, ghaliex il-kampjuni bl-actu jistghu jkunu instabbli. Jekk il-kampjuni ma jigux analizzati fi
zmien 24 siegha u mhumiex soggetti ghall-hzin aktar fit-tul, ghandu jsir studju dwar l-istabbilita tal-hzin biex juru
l-istabbilta tal-kimici li hemm interess fihom taht temperatura tal-hzin ta’— 18 °C jew kundizzjonijiet ippriservati.
Jekk il-metodu analitiku jinvolvi jew li jigi estratt l-agent li jinhall jew il-fazi li jigi estratt is-solidu (SPE), l-estrazzjoni
ghandha ssir mall-ewwel wara li jittiehdu I-kampjuni jew wara li jinhazen il-kampjun mizmum fil-frigg ghal mas-
simu ta’ 24 siegha.

Skont is-sensittivita tal-metodu analitiku, jista’ jkun hemm bzonn volum ta’ kampjuni akbar minn dawk indikati
fil-paragrafu 1.8.1. It-test jista’ jsir facilment bil-volumi tat-test ta’ litru fi fliexken b'volum ta’ 2-3 litri, li bis-sahha
thekk ikunu jistghu jingabru kampjuni ta” madwar 100 ml.

DATA U RAPPURTAR

KIF JIGU TRATTATI R-RIZULTATI

1I-Plot tad-data

Qarreb il-hinijiet tat-tehid ta’ kampjuni ghal numru shih ta’ sighat (sakemm is-sustanza ma tiddizintegrax hafna fi
ftit minuti jew sighat) izda mhux ghal numru shih ta’ granet. Ipplottja l-estimi tal-attivita li jifdal wara
l-evaporazzjoni tas-sustanza tat-test (ghas-sustanzi msemmija '*C) jew il-koné¢entrazzjoni li jkun fadal wara
l-evaporazzjoni (ghal sustanzi li mhux moghtija isem), kontra I-hin kemm fi plot lineari kif ukoll semi-logaritmiku
(ara Figuri 1a, 1b). Jekk saret id-dizintegrazzjoni, qabbel ir-rizultati mill-fliexken F; ma’ dawk mill-fliexken Fg. Jekk
il-medji tar-rizultati mill-fliexken bis-sustanza tat-test (Fy) u I-fliexken li ma fihomx mikro-organizmi (Fs) jvarjaw
b'inqas minn 10 %, wiched jista’ jassumi li d-dizintegrazzjoni osservata hi l-aktar wahda mhux hajja. Jekk
id-dizintegrazzjoni fil-fliexken Fq hi ibaxx, il-figuri jistghu jintuzaw biex isewwu dawk miksuba bil-fliexken Fr. (billi
jitnaqqsu minnhom) sabiex ikun stmat il-livell ta’ bijodegradazzjoni. Meta jsiru analizi mhux obbligatorji ghall-
prodotti magguri ta’ trasformazzjoni, ghandhom jinghataw plots tal-formazzjoni u l-waqgha taghhom flimkien ma’
plot tal-waqgha tas-sustanza tat-test.
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Hu stima tat-tul tal-fazi tad-dewmien t; mill-kurva tad-dizintegrazzjoni (plot semi-logaritmiku) billi tislet il-parti
lineari tad-dizintegrazzjoni zero jew inkella billi tiddetermina I-hin ghal madwar 10 % dizintegrazzjoni (ara
Figuri 1a u 1b). Mill-plot semi-logaritmiku, hu stima tar-rata tal-ewwel ordni kostanti, k, u l-izball standard taghha
permezz ta’ rigress linear ta’ In (attivitd '*C li jifdal wara l-evaporazzjoni jew il-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-
test) kontra I-hin. Bil-kejl '*C b’mod partikolari, uza biss data li tappartjeni ghall-parti lineari tal-bidu tal-kurva wara
li tkun intemmet il-fazi tad-dewmien, u aghti preferenza biex taghzel ftit data u li tkun rapprezentattiva aktar milli
taghzel numru akbar ta’ data aktar incerta. L-incertezza hawnhekk tinkludi zbalji interni fl-uzu dirett irrikmandat
tal-attivitajiet '*C imkejla li jifdal wara l-evaporazzjoni (ara hawn taht). Xi kultant ikun relevanti li tikkalkula zewg
rati kostanti differenti, jekk id-dizintegrazzjoni ssegwi mudell fzewg fazijiet. Ghal dan il-ghan huma mfissra zewg
fazijiet differenti tal-kurva tad-dizintegrazzjoni. Il-kalkolazzjonijiet tar-rata kostanti k, u n-nofs hajja t,, = In2/k,
ghandhom isiru ghal kull wiehed mill-fliexken individwali repetuti tal-esperiment, meta jittichdu sotto kampjuni
mill-istess flixkun, jew billi jintuzaw il-valuri medja, meta 1-fliexken kollha huma ipprocessati kull meta jittiechdu
l-kampjuni (ara l-ahhar paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.2). Meta tintuza l-procedura msemmija l-ewwel, ir-rata kos-
tanti u n-nofs hajja ghandhom ikunu rrappurtati ghal kull wiched mill-fliexken individwali repetuti tal-esperiment
u bhala valur medju bl-izball standard. Jekk intuzaw koncentrazzjonijiet gholja tas-sustanza tat-test, il-kurva tad-
dizintegrazzjoni tista’ tiddevja sew minn linja dritta (plot semi-logaritmiku) u l-movimenti tal-ewwel ordni jistghu
ma jkunux validi. Ghalhekk ma jaghmilx sens i tigi spjegata nofs hajja. Madankollu, ghal firxa limitata ta’ data,
movimenti tal-ewwel ordni li jixxiebhu jistghu jigu applikati u tkun stmata d-dizintegrazzjoni ta’ nofs il-hin DT,
(hin biex tintlahaq 50 % dizintegrazzjoni). Madankolli, ta’ min izomm fmohhu, li t-tul ta’ hin tad-dizintegrazzjoni
lil hinn mill-firxa ta’ data maghzula ma jistax ikun previst bl-uzu ta’ DT, li hu semplicement dak li jiddeskrivi sett
ta’ data partikolari. Jezistu ghodda analitici li jiffacilitaw il-kalkolazzjonijiet statistici u t-tpingija tal-kurva u l-uzu
ta’ dan it-tip ta’ software hu irrikmandat.

Jekk isiru analizi kimici specifici, hu stima tar-rata tal-kostanti u tan-nofs hajjiet ghad-dizintegrazzjoni primarja bhal
thawn fuq ghal mineralizzazzjoni totali. Jekk id-dizintegrazzjoni primarja hi l-process li jillimita jistghu xi kultant
jintuzaw punti tad-data mill-process kollu tad-dizintegrazzjoni. Dan jigri minhabba li I-kejl huwa dirett b’kuntrast
mal-kejl tal-attivita '*C.

Jekk jintuzaw sustanzi msemmija '*C, bilan¢ tal-piz ghandu jkun imfisser fpersentagg tal-koncentrazzjoni
applikata tal-bidu, tal-inqas fl-ahhar tat-test.

Attivita li jifdal wara l-evaporazzjoni

Meta l-parti msemmija ' *C ta’ sustanza organika tkun bijodegradata, il-parti I-kbira tal ' *C tkun magluba £'*CO,,
filwaqt li parti ohra tintuza’ ghat-tkabbir tal-piz kollu tal-organizmi ufjew sintesi ta’ sustanzi extra-cellulari mehtiega
ghall-metabolizmu. Ghalhekk, il-bijodegradazzjoni’ finali’ kompluta ta’ sustanza ma twassalx biex jigi ikkonvertit
100 % tal-karbonju taghha £''*CO,. II"*C li hemm fil-prodotti ffurmati bil-bijosintezi hi sussegwentement merhija
bil-mod bhala '*CO, minhabba “l-mineralizzazzjoni sekondarja”. Ghal dawn ir-ragunijiet il-plots tal-attivita orga-
nika '*C li jifdal wara l-evaporazzjoni (mkejla wara li jitnehha s-CO,) jew tas- '*CO, prodott kontra l-hin juru
“parti inferjuri” wara li tkun tlestiet id-dizintegrazzjoni. Dan jikkumplika l-interpretazzjoni kinetika tad-data u ghal
dan il-ghan, il-parti inizjali tal-kurva biss (wara li tkun intemmet il-fazi tad-dewmien u gabel ma tkun intlahqet
madwar 50 % dizintegrazzjoni) ghandha tintuza’ normalment biex tkun stmata r-rata kostanti tad-dizintegrazzjoni.
Jekk is-sustanza tat-test tigi dizintegrata, l-attivita totali organika '*C li jifdal wara l-evaporazzjoni hi dejjem oghla
mill-attivitd '*C assocjata mas-sustanza tat-test intatta li jifdal. Jekk is-sustanza tat-test hi dizintegrata bir-reazzjoni
ta’ l-ewwel ordni u frazzjoni kostanti a hi mibdula fil-minerali CO,, in-nizla inizjali tal " *C kurva li tisparixxi (orga-
nika totali '*C kontra l-hin) se tkun a immultiplikata bin-nizla tal-kurva korrispondenti ghall-koné¢entrazzjoni tas-
sustanza tat-test (jew, biex inkunu precizi, il-parti tas-sustanza tat-test moghtija l-isem '*C). Bl-uzu tal-kejl tal-
attivita totali organika '*C mhux ikkoreguta, ir-rata kostanti tad-dizintegrazzjoni ikkalkulata se tkun ghalhekk
konservattiva. Proceduri biex ikunu stmati I-koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test mill-attivitajiet radjokimici
mkejla bbazati fuq diversi ipotesi ta’ simplifikazzjoni gew deskritti fil-letteratura (2)(9)(10)(11). Dawk il-proceduri
huma facilment applikabbli ghal sustanzi li jiddizintegraw malajr.

INTERPRETAZZJONI TAR-RIZULTATI

Jekk jinstab li k hi indipendenti mill-konc¢entrazzjoni mizjuda (jigifieri jekk il-k ikkalkulata hi kwazi l-istess
fkoncentrazzjonijiet differenti tas-sustanza tat-test), wiehed jista’ jassumi li r-rata kostanti ta’ l-ewwel ordni hi rap-
prezentattiva tal-kundizzjonijiet ta’ l-ittestjar uzati, jigifieri s-sustanza tat-test, il-kampjun ta’ l-ilma, u t-temperatura
tat-test. Sa fejn jistghu jigu generalizzati r-rizultati jew estizi ghal sistemi ohra jrid ikun evalwat billi jiggudikahom
espert. Jekk tintuza’ koncentrazzjoni gholja tas-sustanza tat-test, u ghalhekk id-dizintegrazzjoni ma ssegwix
il-movimenti tal-ewwel ordni, id-data ma tistax tintuza’ ghal stima diretta tar-rata kostanti tal-ewwel ordni jew
in-nofs hajja korrispondenti. Madankollu, data mehuda minn test li juza’ koncentrazzjoni gholja tas-sustanza tat-
test tista’ xorta tibqa’ tajba biex ikun stmat l-ammont ta’ mineralizzazzjoni totali ufjew biex ikunu misjuba u
kwantifikati I-prodotti ta’ trasformazzjoni.
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Jekk ikunu maghrufa r-rati ta’ processi ohra ta’ telf barra I-bijodegradazzjoni (ez l-idrolizi jew I-evaporazzjoni
mghaggla), huma jistghu jitnaqqsu mir-rata ta’ telf netta osservata waqt it-test biex tinghata stima approssimattiva
tar-rata tal-bijodegradazzjoni. Id-data ghall-idrolizi tista’, ez. tinkiseb mill-kontroll li ma fihx mikro-organizmi jew
mill-ittestjar fl-istess hin billi tintuza’ koncentrazzjoni oghla tas-sustanza tat-test.

L-gharfien indirett u dirett tas™'*CO, (sezzjoni 1.8.9.4 u Anness 3) jista’ jintuza biss biex ikejjel sa fejn saret
il-mineralizzazzjoni tas-sustanza tat-test fCO,Ir-radjokromatografija (RAD-TLC) jew il-HPLC jistghu jintuzaw biex
janalizzaw il-koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test imsemmija '*C u l-iffurmar ta’ prodotti tat-trasformazzjoni
magguri (t-tielet paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.4). Biex tkun tista’ ssir stima diretta tan-nofs hajja, jehtieg li ma jkun
hemm l-ebda prodotti tat-trasformazzjoni magguri (mfissra bhala > 10 % tal-ammont applikat tas-sustanza tat-
testfekk ikun hemm prodotti tat-trasformazzjoni magguri kif imfissra hawnhekk, jehtieg li jkun hemm
evalwazzjoni dettaljata tad-dataDin tista’ tinkludi testjar imtenni u/jew identifikazzjoni tal-prodotti ta’ trasformaz-
zjoni (ara l-ewwel paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.5) sakemm id-destin tal-prodotti ta’ trasformazzjoni ma jistax ikun
evalwat sew mill-esperjenza (ez. informazzjoni dwar ir-rotot tad-dizintegrazzjoni). Peress li l-proporzjon tal-
karbonju tas-sustanza tat-test mibdul £CO, ivarja (l-aktar skont il-konc¢entrazzjoni tas-sustanza tat-test u sottos-
trati ohra li jkun hemm, il-kundizzjonijiet tat-test u l-komunita tal-mikroorganizmi), dan it-test ma jaghtix lok biex
issir stima facli tal-bijodegradazzjoni finali bhal ftest dghajjef DOC; izda r-rizultat huwa simili ghal dak miksub
permezz ta’ test respirometriku. L-ammont ta’ mineralizzazzjoni ghalhekk ikun inqas minn jew ugwali ghal-livell
minimu ta’ bijodegradazzjoni finaliBiex tinkiseb stampa aktar shiha tal-bijodegradazzjoni finali (I-mineralizzazzjoni
u l-inkorporazzjoni fil-piz ta’ l-organizmi), l-analizi tal-fazi tat-tqassim ta’ '*C ghandha ssir fl-ahhar tat-test (ara
l-Anness 1). II''*C fl-ghadira tal-partikuli separati se tkun maghmula minn '*C inkorporati fil-piz tal-
mikroorganizmi batterici u '*C iffurmati blura fpartikuli organici.

VALIDITA TAT-TEST

Jekk is-sustanza ta’ referenza mhix dizintegrata fl-intervall tal-hin mistenni (ghal aniline u sodium benzoate,
normalment inqas minn gimaghtejn), il-validita tat-test tkun suspettata u trid tkun ivverifikata aktar, jew inkella
t-test ghandu jigi mtenni b’kampjun gdid tal-ilma. Fring test ISO tal-metodu fejn seba’ laboratorji li jinsabu madwar
|-Ewropa ippartecipaw, il-kostanti tar-rata tad-dizintegrazzjoni addattati ghall-aniline varjaw minn 0,3 ghal 1.7 gur-
nata™' b'medja ta’ 0,8 d”' £ 20 °C u zball standard ta’ + 0,4 d™" (t,, = 0.9 granet). Hinijiet tipici tad-dewmien kienu
1 sa 7 ijiem. L-ilmijiet ezaminati gew irrappurtati li kellhom piz totali tal-mikroorganizmi batterici li jikkorrispondi
ghal 10% -10* units li jiffurmaw kolonja (CFL) kull ml. Ir-rati tad-dizintegrazzjoni fl-ilmijiet Ewropej tan-Nofs li
huma rikki fin-nutrienti kienu akbar minn dawk fl-ilmijiet Nordi¢i li huma relattivament neqsin min-nutrienti tal-
pjanti, li jista’ jkun dovut ghall-istat differenti tan-nutrizzjoni jew qabel kienu esposti ghal sustanzi kimici.

L-irkuprar totali (bilan¢ tal-piz) fl-ahhar ta’ l-esperiment ghandu jkun bejn 90 % u 110 % ghas-sustanzi immarkati
bir-raggi, filwaqt li l-irkuprar inizjali fil-bidu ta’ l-esperiment ghandu jkun bejn 70 % u 110 % ghas-sustanzi li
mhumiex imsemmija. Madankollu, il-firxiet indikati ghandhom ikunu interpretati biss bhala miri u m’ghandhomx
jintuzaw bhala kriterji biex jigi acCettat it-test.

RAPPORT TAT-TEST

It-tip ta’ studju, jigifieri t-test fbahar miftuh jew it-test tan-naqal li jkun mizmum xi mkien bejn il-giegh u l-wice,
ghandu jkun dikjarat sew fir-rapport tat-test, li ghandu jkun fih ukoll ta’ l-ingas l-informazzjoni li gejja:

Is-sustanza tat-test u s-sustanza(i) ta’ referenza:

—  ismijiet komuni, ismijiet kimici (irrikmanda IUPAC ufjew ismijiet CAS), numri CAS, formulas strutturali) li jin-
dikaw il-pozizzjoni ta’ '*C jekk tintuza’ sustanza mmarkata bir-raggi) u karatteristi¢i relevanti fiziko-kimici
tat-test u s-sustanza ta’ referenza (ara sezzjonijiet 1.5 u 1.6),

—  ismijiet kimi¢i, numri CAS, formulas strutturali (i jindikaw il-pozizzjoni ta’ '*C jekk tintuza sustanza immar-
kata bir-raggi) u karatteristici fiziko-kimici tas-sustanzi uzati bhala standards ghall-identifikazzjoni u
l-kwantifikazzjoni tal-prodotti ta’ trasformazzjoni,

— il-purita (-impuritajiet) tas-sustanzi tat-test u ta’ referenza,

— il-purita radjokimika tal-attivita kimika msemmija u specifika (fejn jixraq).
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IIma tal-wicc:

L-informazzjoni minima li gejja ghall-kampjun tal-ilma mehud ghandha tinghata:

— post u deskrizzjoni tas-sit fejn ittiehdu I-kampjuni inkluz, jekk jista’ jkun, l-istorja tal-kontaminazzjoni,
— id-data u l-hin tal-gbir tal-kampjuni,

— in-nutrienti (N totali, l-ammonju, in-nitrite, in-nitrate, P totali, orthophosphate mahlul fl-ilma),

— il-fond tal-gbir,

—  id-dehra tal-kampjun (ez. il-kulur u kemm hu mdardar),

— id-DOC u t-TOC,

— il-BOD,

— it-temperatura u l-pH fl-istess post u hin tal-gbir,

— l-ossignu jew il-potenzjal tal-ossidazzjoni u t-tnaqqis (obbligatorju biss jekk il-kundizzjonijiet fejn jehtiegu
l-ossignu mhumiex ovvji),

— kemm fih melh jew kemm jghaddi minnu (fil-kaz tal-ilma bahar u ilma ftit mielah),
— solidi mizmuma x’imkien bejn il-giegh u l-wic¢ (fil-kaz ta’ kampjun mdardar),

— jekk jista’ jkun xi informazzjoni ohra relevanti dwar il-post fejn ittichdu I-kampjunu fil-hin meta ttiehdu (ez.
data vera jew storika dwar ir-rata tat-tgelgil tax-xmajjar jew il-kurrenti tal-bahar, postijiet magguri li jbattlu 'l
barra li huma vicin il-post u t-tip ta’ tbattil, il-kundizzjonijiet tat-temp qabel il-hin li fih ittichdu l-kampjuni,

u l-informazzjoni mhux obbligatorja li gejja:

— il-piz totali tal-mikroorganizmi (ez. I-ghadd dirett ta’ l-acridine orange jew il-units Ii jiffurmaw kolonji),
— karbonju inorganiku,

— koncentrazzjoni ta’ chlorophyll-a bhala stima specifika ghall-piz totali tal-mikroorganizmi ta’ l-alka.

Barra minn hekk, l-informazzjoni li gejja dwar in-naqal ghandha tinghata jekk isir it-test dwar in-naqal mizmum xi
mkien bejn il-giegh u l-wic¢:

—  kemm hu fil-fond in-naqal migbur,
— id-dehra tan-naqal (bhal ikkulurita, imtajna, imnaqgla, jew imramla),
— il-konsistenza (ez. ramel ahrax, ramel fin, naqal u tafal),

— uzin xott fg[l tas-solidi mizmuma x'imkien bejn il-giegh u l-wic¢, il-koncentrazzjoni TOC jew it-telf fil-piz
meta jinxteghel bhala kejl tal-kontenut ta’ materja organika,

— ilpH,

— l-ossignu jew il-potenzjal tal-ossidazzjoni u t-tnaqgis (obbligatorju biss jekk il-kundizzjonijiet fejn jehtieg
l-ossignu mhumiex ovvji).

Kundizzjonijiet tat-test:

— dewmien bejn il-gbir u l-uzu fit-test tal-laboratorju, il-hzin tal-kampjun u t-trattament minn qabel tal-
kampjun, id-data ta’ kif marru l-istudji,

— l-ammont ta’ sustanza tat-test applikat, il-koncentrazzjoni tat-test u s-sustanza ta’ referenza,

— il-metodu tal-applikazzjoni tas-sustanza tat-test inkluz kull uzu ta’ agenti li jinhallu fl-ilma,
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— il-volum tal-ilma tal-wi¢¢ uzat u n-naqal (jekk intuza) u l-volum uzat ghall-kampjuni fkull intervall
ghall-analizi,

— deskrizzjoni tas-sistema tat-test uzata,
jekk m'ghandhomx jinzammu kundizzjonijiet mudlama, informazzjoni dwar il-kundizzjonijiet b’ “dawl batut”,

— informazzjoni dwar il-metodu(i) uzat(i) biex ikunu stabbiliti I-kontrolli li ma fihomx mikroorganizmi (ez.
it-temperatura, il-hin u n-numru ta’ sterilizzazzjonijiet bi stim ta’ pressjoni gholja),

— it-temperatura tal-inkubazzjoni,

— informazzjoni dwar tekniki analiti¢i u l-metodu(i) uzati ghal kejl radjokemikali u ghall-bilan¢ tal-piz u l-kejl
tal-fazi tat-tqassim (jekk sar),

— numru ta’ repetizzjonijiet tal-esperiment.
Rizultati:
—  persentaggi ta’ rkuprar (ara sezzjoni 1.7.1),

— kemm ghandhom jigu mtennija u kemm huma sensittivi I-metodi analiti¢i uzati inkluz il-limitu ta’ sejbien
(LOD) u I-limitu ta’ kwantifikazzjoni (LOQ) (ara sezzjoni 1.7.2),

— id-data kollha mkejla (inkluz il-punti tal-hin tat-tehid tal-kampjuni) u l-valuri kkalkulati fforma ta’ tabelli u
I-kurvi tad-dizintegrazzjoni; ghal kull koncentrazzjoni tat-test u ghal kull flixkun irrepetut ghall-esperiment,
irrapporta l-ko-effi¢jent tal-korrelazzjoni lineari ghan-nizla tal-plot logaritmiku, il-fazi tad-dewmien stmata u
r-rata kostanti tal-ewwel ordni jew li tixxiebah (jekk jista’ jkun), u d-dizintegrazzjoni nofs hajja korrispon-
denti (jew il-perjodu nofs hajja, ts),

— irrapporta l-valuri relevanti bhala medji tar-rizultati osservati fir-repetizzjonijiet individwali tal-esperimenti,
ez. it-tul tal-fazi tad-dewmien, ir-rata kostanti tad-dizintegrazzjoni u d-dizintegrazzjoni nofs hajja (jew ts,),

— qieghed fkategoriji s-sistema jew bhala mhux addattata jew addattata kif gudikati mid-dehra tal-kurva tad-
dizintegrazzjoni u mill-influwenza li jista’ jkun hemm tal-koncentrazzjoni tat-test,

— ir-rizultati tal-verifika tal-bilan¢ tal-piz finali u r-rizultati fuq il-kejl tal-fazi tat-tqassim (jekk hemm),
— il-frazzjoni ta’ '*C mineralizzat u, jekk jintuzaw analizi specifi¢i, il-livell finali tad-dizintegrazzjoni primarja,

—  l-identifikazzjoni, il-kon¢entrazzjoni tal-koncentrazzjoni molar u l-persentagg tal-prodotti applikati u magguri
ta’ trasformazzjoni (ara l-ewwel paragrafu fis-sezzjoni 1.8.9.5), fejn jixraq,

— moghdija proposta tat-trasformazzjoni, fejn jixraq,

— diskussjoni tar-rizultati.
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Anness 1
Fazi tat-tqassim tal-'*C

Sabiex ti¢ccekkja l-procedura, il-kejl tas-soltu tal-attivita ' *C organika totali li jifdal wara l-evaporazzjoni (TOA) ghandha tkun
mizjuda bil-kejl tal-bilan¢ tal-piz li jinvolvi gharfien dirett tal-'*C, evoluta wara li tingabad fassorbitur (ara Anness 3). Fiha
nnifsha, formazzjoni pozittiva '*CO, hi evidenza diretta tal-bijodegradazzjoni kuntrarjament ghad-dizintegrazzjoni mhux
hajja, jew mekkanizmi ohra ta’ telf, bhall-evaporazzjoni mghaggla u s-sorption. Informazzjoni ohra utli li tikkaratterizza
l-imgiba tal-bijodegradabbilta tista’ tinkiseb mill-kejl tat-tqassim tat-TOA bejn l-istat mahlul fl-ilma (attivitd organika '*C
mabhlula fl-ilma, DOA) u l-istat tal-partikuli separati (attivitd organika '*C tal-partikuli separati, POA) wara l-firda tal-partikuli
separati permezz ta’ filtrar tal-membrana jew ta’ process b'magna ta’ centrifuga. II-POA hu maghmul mis-sustanza tat-test
sorbed fuq il-piz totali tal-mikroorganizmi u fuq partikuli ohra barra mill-karbonju tas-sustanza tat-test li ntuzaw ghas-sintezi
tal-materjal gdid cellulari u rizultat thekk inkorporti fil-frazzjoni tal-piz totali tal-partikuli separati tal-mikroorganizmi.
L-iffurmar ta’ materjal organiku '*C mahlul fl-ilma jista’ jkun stmat bhala DOA fl-ahhar tal-bijodegradazzjoni (art gholja fuq
id-dizintegrazzjoni kontra l-kurva tal-hin).

Hu stima tal-fazi tat-tqassim ta’ '*C i jifdal wara l-evaporazzjoni fkampjuni maghzula bl-iffiltrar tal-kampjuni fuq 0,22 um
jew 0,45 pm jew filter tal-membrana ta’ materjal li ma jzommx fil-wic¢ ammonti sinifikanti tas-sustanza tat-test (filters
polycarbonate jistghu jkunu addattati). Jekk is-sorption tas-sustanza tat-test fuq il-filter hi kbira wisq biex tkun injorata (biex
tigi iccekjata qabel l-esperiment) jista’ jintuza’ process b'magna ta’ ¢entrifuga (2 000 g, 10 min) minflok l-iffiltrar.

Ipprocedi bil-likwidu ffiltrat jew is-solidu mifrud mil-likwidu kif deskritt fl-Anness 3 ghal kampjuni mhux iffiltrati. Holl
il-filters tal-membrana fi fluwidu florexxenti addattat u ghodd bhas-soltu, normalment billi tuza’ biss il-metodu tal-
proporzjon tal-istandards esterni biex titnaqqas l-illuminazzjoni, jew uza kampjun li jithallat ma’ I-ossignu. Jekk intuza
l-process b'magna ta’ centrifuga, erga’ ssospendi I-ballun zghir iffurmat minn frazzjoni ta’ partikuli separati £1-2 ml ta’ ilma
distillat u ttrasferrixxih ghal kontenitur zghir tal-medicini Ii hu florexxenti. Ahsel sussegwentement darbtejn b’1ml ilma dis-
tillat u ittrasferixxi l-ilma tal-hasil ghall-kontenitur Zghir tal-medicini. Jekk hemm bzonn, is-sospensjoni tista’ ssir fgel li
jghodd il-florexxenza tal-likwidu.
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Anness 2
procedura semi-kontinwa

Tista’ tkun mehtiega l-inkubazzjoni fit-tul ghal diversi xhur sabiex tintlahaq dizintegrazzjoni suffi¢jenti tas-sustanzi li ma
jobdux. It-tul tat-test m'ghandux jagbez normalment is-60 gurnata sakemm il-karatteristici tal-kampjun tal-ilma originali ma
jinzammux permezz ta’ tigdid tat-test ta’ sospensjoni. Madankollu, il-perjodu tat-test jista’ jkun estiz ghal massimu ta’ 90
jum minghajr tigdid tas-sospensjoni tat-test, jekk id-dizintegrazzjoni tas-sustanza tat-test bdiet fl-ewwel 60 gurnata.

Wagt l-inkubazzjoni ghal perjodi twal, id-diversita tal-komunita tal-mikroorganizmi tista’ titnaqqas minhabba mekkanizmi
diversi ta’ telf u minhabba l-qerda possibbli tal-kampjun tal-ilma ta’ nutrijenti essenzjali u sottostrati primarji tal-karbonju.
Hu ghalhekk irrikmandat li jintuza test semi-kontinwu biex tkun determinata bizzejjed ir-rata ta’ diZintegrazzjoni tas-sustanzi
li jiddizintegraw bil-mod. It-test ghandu jinbeda permezz ta’ procedura semi-kontinwa jekk, skont esperjenza mghoddija,
hu mistenni li jkun mehtieg perjodu ta’ inkubazzjoni ta’ tliet xhur biex tinkiseb 20 % dizintegrazzjoni tas-sustanza. Inkella,
it-test normali tal-grupp jista’ jinbidel fwiched semi-kontinwu, jekk ma tkunx inkisbet dizintegrazzjoni tas-sustanza tat-test
waqt madwar 60 gurnata ta’ testjar bl-uzu tal-procedura tal-grupp. Il-procedura semi-kontinwa tista’ titwaqqaf u t-test jit-
kompla bhala esperiment tal-grupp, meta tkun giet irrekordjata dizintegrazzjoni sostanzjali (ez. > 20 %).

Fit-test semi-kontinwu, kull gimaghtejn, madwar terz tal-volum tat-test tas-sospensjoni jigi mibdul b'ilma frisk migbur bis-
sustanza tat-test mizjuda mal-koncentrazzjoni tal-bidu. In-naqal jigi mizjud bl-istess mod ma’ l-ilma mibdul mal-
koncentrazzjoni tal-bidu (bejn 0,01 u 1 gl), jekk isir it-test sospiz tan-nagal mhux obbligatorju. Meta jsir it-test mas-solidi
tan-naqal mizmuma x'imkien bejn il-qiegh u l-wic¢, hu importanti li s-sistema sospiza kollha tinzamm anki waqt li jitnehha
l-ilma, u I-hin residenti jkun identiku ghas-solidi u l-ilma, ghax inkella x-xebh mahsub ma’ sistema uniformi akwatika bl-ebda
fazijiet fissi tista’ tintilef. Ghal dawn ir-ragunijiet, koncentrazzjoni inizjali tan-naqal mizmum bejn il-qiegh u l-wic¢ fil-medda
tisfel tal-intervall specifikat hi preferuta, meta tintuza l-procedura semi-kontinwa.

[z-zieda preskritta tas-sustanza tat-test tfisser li I-koncentrazzjoni inizjali tas-sustanza tat-test ma tigix maqbuza bit-tigdid
parzjali tat-test ta’ sospensjoni u, ghalhekk, l-addattament, li hu ta’ spiss megjus b’koncentrazzjonijiet gholja tas-sustanza tat-
test, ikun evitat. Peress li I-procedura tikkonsisti minn dhul mill-gdid tal-organizmi u kumpens tan-nutrijenti meqruda u
s-sottostrati primarji, id-diversita originali tal-mikroorganizmi terga’ tingab ghal li kienet, u t-tul tat-test jista’ jkun estiz ghal
dejjem fil-principju. Meta tintuza’ l-istess procedura semi-kontinwa, hu importanti li wiehed jinnota I-konc¢entrazzjoni li jifdal
wara l-evaporazzjoni tas-sustanza tat-test ghandha tigi korretta ghall-ammonti tas-sustanza tat-test mizjuda u mnehhija fkull
procedura ta’ tigdid. It-total u l-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test mahlula fl-ilma tista’ tintuza’ b’'mod alternat ghall-
compounds li jiffurmaw lura ftit. II-formazzjoni lura hi insinifikanti (< 5 %) taht il-kundizzjonijiet specifikati (0,1-1g solidi/l)
ghas-sustanzi ta’ log Kow < 3 (validi ghall-compounds newtrali lipophilic). Dan jidher permezz tal-ezempju ta’ kalkolazzjoni li
gej. 0,1 g/l ta’ solidi bejn wiched u iehor jikkorrispondu ghal 10 mg ta’ karbonju kull litru (frazzjoni ta’ karbonju, f- = 0.01).
Billi nassumu li;

Log K., (tas-sustanza tat-test) = 3

K, =042 xK,,

Koeffi¢jent ta’ partizzjoni, Ky = f- x K,

imbaghad, il-frazzjoni mahlula fl-ilma tal-koncentrazzjoni totali (C-ilma (C)/C-totali (C,) hija:

Co/C = 1/(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Anness 3

Kif jigi determinat il™**CO,

Gharfien indirett tal"'*CO,

Ghall-kejl tas-soltu, il-metodu indirett huwa normalment l-ingas wiehed li jichu hin u l-aktar metodu preciz jekk is-sustanza
tat-test ma tevaporax malajr u ma tkunx trasformata fprodotti tat-trasformazzjoni li jevaporaw malajr. Trasferiment semplici
tal-kampjuni mhux iffiltrati ez. daqs ta’ 5 ml fkontenituri zghar florexxenti uzati ghall-medicina. Attivita addattata fil-
kampjuni hija5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq) fil-bidu, u attivita minima inizjali hi madwar 1 000 dpm. Is-CO, ghandu
jitnehha wara li jinkesa bl-actu ghal pH 2-3 b'1-2 qatriet ta’ H;PO,, ikkoncentrat jew HCI. It-tnehhija tas-CO, tista’ ssir billi
jiddahhlu bziezaq tal-arja ghal nofs siegha — siegha. Inkella, il-kontenituri z-zghar uzati ghall-medicina jistghu jigu mhawda
bis-sahha ghal siegha — saghtejn (per ezempju fuq microplate shaker) jew b'thawwid aktar gentili li jithalla bil-lejl. L-effi¢jenza
tal-procedura tat-tnehhija tas-CO, ghandha tkun icc¢ekkjata (billi jittawwal il-perjodu ta’ l-iccargjar bil-gass jew tat-thawwid).
Likwidu florexxenti, addattat biex jigu maghduda l-kampjuni akwatici ghandu mbaghad jigi mizjud, il-kampjuni uniformi
fuq mikser li jdur u r-radjoattivita maghrufa permezz tal-ghadd tal-likwidu florexxenti, titnaqqas l-attivita tal-isfond misjub
fit-testijiet vojta (Fy). Sakemm l-ilma tat-test ma jkunx ikkulurit hafna jew ikun fih koncentrazzjoni gholja tal-partikuli,
il-kampjuni normalment juru florexxenza uniformi u se jkun bizzejjed biex jitnaqqgsu I-korrezzjonijiet bl-uzu ta’ standard
estern. Jekk I-ilma tat-test hu ikkulurit hafna, jista’ jkun hemm bzonn i tithaqqas il-korrezzjoni permezz ta’ zjieda ta’ standard
intern. Jekk il-koncentrazzjoni tal-partikuli hi gholja jista’ ma jkunx possibbli biex tinkiseb tahlita jew gel uniformi, jew
il-varjazzjoni fit-tnaqqis bejn il-kampjuni tista’ tkun kbira. Fdak il-kaz il-metodu tal-ghadd deskritt hawn taht ghat-test tat-
tahlitiet ta’ semi-likwidi jista” jintuza. Jekk it-test isir bhala test tan-naqal mizmum x'imkien bejn il-giegh u l-wice, il-kejl
tal '*CO, jista’ jsir indirettament billi jittiehed kampjun uniformi ta’ 10 ml tal-ilma tat-test/sospensjoni tat-test u jinfirdu
I-fazijiet permezz ta’ process b’'magna ta’ centrifuga b'velo¢ita addattata (ez. b’40 000 m/s® ghal 15-il min.) [l-fazi akwatika
ghandha mbaghad tkun trattata kif deskritt hawn fuq. L-attivita '*C fil-fazi tal-partikuli separati (POA) ghandha tkun deter-
minata billi n-naqal jerga’ jigi mizmum x'imkien bejn il-qiegh u l-wi¢¢ fvolum zghir ta’ ilma distillat, billi jigi trasferit
fkontenituri zghar florexxenti uzati ghall-medicina, u billi jizdied il-likwidu florexxenti halli jifforma gel (jezistu likwidi spec-
jali florexxenti ghal dan il-ghan). Skont in-natura tal-partikuli (ez. kemm fihom materjal organiku), jista’ jkun jaqbel li
rexxenti. Inkella, il-POA tista’ tinstab permezz ta’ kombustjoni mill-ossignu bl-uzu ta’ dak li jhallat ma’ I-ossignu I-kampjun.
Meta tkun ged tghodd, l-istandards interni ghandhom dejjem ikunu inkluzi, u jista’ jkun hemm bzonn li jsiru t-tiswijiet tat-
tnaqgis billi jizdied standard intern ghal kull kampjun individwali.

Gharfien dirett tal'*CO,

Jekk i171#CO, evoluta titkejjel direttament, ghandha ssir billi jigu preparati aktar fliexken fil-bidu tat-test, jigu pprocessati
I-fliexken tat-test fkull punt tal-kejl billi I-fliexken tat-test jimtlew bl-a¢tu ghal pH 2-3 u jingabar il '#*CO, fassorbitur intern
(imgieghed fkull flixkun fil-bidu tat-test) jew estern. Bhala mezz li jassorbi jista’ jintuza’ jew l-alkali (ez. tahlita 1 N NaOH,
jew NaOH pellet), ethanolamine jew ibbazata fuq l-ethanolamine. Ghall-kejl dirett tal **CO,, il-fliexken ghandhom ikunu magh-
luga per ezempju bl-gheluq tal-lastku sintetiku.
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Residual activity (% of initial activity)

Figura 1a

Ezempju ta’ plot aritmetiku tad-data (l-attivita 1i jifdal wara l-evaporazzjoni kontra I-hin
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Ezempju ta’ plot semi-logaritmika (In ghall-attivita li jifdal wara l-evaporazzjoni kontra I-hin).
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1.2.

ANNESS VI

C.26. LEMNA SP. TEST TAL-INIBIZZJONI TAT-TKABBIR

METODU

Dan il-metodu huwa ekwivalenti ghall-OECD TG 221 (2006) (1). Kien hemm gbil wiesa’ bejn l-awtoritajiet tal-UE
li t-test tal-Lemna huwa alternattiva xierqa ghal test tal-algal ghal sustanzi li ghandhom kulur qawwi (2)(3).

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa mfassal biex tigi evalwata t-tossicita ta’ sustanzi ghall-pjanti akkwatici tal-ilma
helu tal-generu Lemna (haziz li jghatti -wicc tal-ilma gieghed jew duckweed). Dan huwa bbazat fuq linji gwida
ezistenti (4)(5)(6)(7)(8)(9) izda jinkludi modifikazzjonijiet ta’ dawk il-metodi sabiex jirrifletti r-ricerka u
konsultazzjoni ricenti fuq ghadd ta’ kwistjonijiet importanti. Il-metodu propost gie vvalidat permezz ta’ ring-test
internazzjonali (10).

Dan il-Metodu ta’ ttestjar jiddeskrivi l-ittestjar ghal tossicita li juza Lemna gibba u Lemna minor, li t-tnejn li huma
gew studjati fit-tul u li huma s-suggett tal-istandards imsemmija hawn fuq. It-tassonomija ta’ Lemna spp. hija dif-
ficli, peress li hija kkumplikata bl-ezistenza ta’ ghazla wiesgha ta’ fenotipi. Ghalkemm varjabilita gentika bhala
reazzjoni ghal sustanzi tossici tista’ tigri fil-kaz ta’ Lemna, bhalissa mhemmx dejta suffi¢jenti dwar dan is-sors ta’
varjabilita li jissuggerixxi klonu biex jintuza f'dan il-Metodu ta’ ttestjar. Ta’ min jinnota li dan it-test ma jsirx b'mod
fejn jigi evitat kull kuntatt ma’ mikro-organizmi ohra, izda jittichdu passi matul l-istadji tal-procedura tat-test li
jnaggsu kemm jista’ jkun il-kontaminazzjoni minn organizmi ohra.

Dettalji dwar ittestjar b'tigdid (semi-statiku u flow-through) u minghajr tigdid (statiku) tas-soluzjoni tat-test huma
deskritti. Skont ma jkunu I-ghanijiet tat-test u r-rekwiziti regolatorji, huwa rrakkomandat li tigi kkunsidrata
l-applikazzjoni ta’ metodi semi-statici u flow through, ez. ghal sustanzi li malajr jintilfu minn soluzzjoni bhala
rizultat ta’ volatilizzazzjoni, fotodegradazzjoni, precipitazzjoni jew bijodegradazzjoni. lktar indikazzjonijiet huma
mghotija fi (11).

DEFINIZZJONIJIET
Id-definizzjonijiet u l-abbrevjazzjonijiet li gejjin huma uzati ghall-ghanijiet tal-Metodu tal-Ittestjar:

Bijomassa: hija l-piz niexef ta’ materja hajja prezenti fpopolazzjoni. Fdan it-test, surrogati ghal bijomassa, bhal
ma huma ghadd ta’ frondi u erja ta’ frondi, huma mkejla tipikament u l-uzu tat-terminu “bijomassa” ghalhekk
jirreferi ghal dawn il-kejlijiet ta’ surrogati wkoll.

Klorozi: huwa I-fenomenu ta’ meta jisfar it-tessut tal-frond.

Klonu: huwa organizmu jew Cellula mnissla minn individwu wiehed permezz ta’ riproduzzjoni asesswali. Indi-
vidwi mill-istess klonu huma, ghalhekk, genetikament identici.

Kolonja: tfisser il-kollettiv tal-frond omm u I-frond bint (normalment 2 sa 4) imwahhlin ma’ xulxin. Xi kultant
issir referenza ghaliha bhala pjanta.

EC,: hija I-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test mahlula go midjum tat-test li jirrizulta minn x % (ez. 50 %)
tnaqgis fit-tkabbir ta’ Lemna fperjodu stabbilit ta’ espozizzjoni (li trid tkun imsemmija esplecitament jekk devjanti
mid-dewmien shih jew normali tat-test). 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. (ghadd ta’ frond).

Flow-through: huwa test fejn is-soluzzjonijiet tat-test huma mibdula kontinwament.

Frond: hija struttura fghamla ta’ werqa individwalifwahda ta’ pjanta duckweed. Hija l-izghar unita, i.e. individwali,
kapaci li tirriproduci.

Gibbozita: tfisser frondi li jidhru mhattbin jew minfuhin.
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Tkabbir: huwa zieda fil-varjabbli tal-kejl, ez. I-ghadd tal-frondj, il-piz niexef, piz bil-likwidu jew l-erja tal-frond,
tul il-perjodu tat-test.

Rata tat-tkabbir (rata medja ta’ tkabbir specifiku): hija z-zieda logaritmika fil-bijomassa waqt il-perjodu ta’
espozizzjoni.

Koncentrazzjoni Minima tal-Effett Osservat (LOEC): hija l-iktar koncentrazzjoni baxxa ttestjata li fiha jigi
osservat li s-sustanza ghandha effett statistikament sinifikanti li jnaqqas it-tkabbir (b’valur p < 0.05) meta mgabbla
mal-kontroll, fhin specifiku ta’ espozizzjoni. Madankollu, il-koncentrazzjonijiet kollha tat-test b'valur oghla mil-
LOEC irid ikollhom effett dags jew ikbar minn dawk osservati bil-LOEC. Meta dawn iz-zewg kundizzjonijiet ma
jistghux jigu ssodisfatti, ghandha spjegazzjoni shiha tinghata ghalfejn il-LOEC (u ghalhekk I-NOEC) gie maghzul.

Varjabbli ta’ kejl: huma kull tip ta’ varjabbli li huma mkejla, biex jigi espress il-punt ta’ tmiem tat-test, billi jin-
tuza varjabbli ta’ rispons wiched jew iktar varjabbli differenti. Fdan il-metodu l-ghadd tal-frondi, 1-erja tal-frondi,
il-piz frisk u l-piz niexef huma varjabbli ta’ kejl.

Monokultura: hija kultura bi spe¢i wahda ta’ pjanta.

Nekrozi: hija tessut tal-frond mejjet (i.e. abjad jew imxarrab bl-ilma)

Koncentrazzjoni Bl-Ebda Effett Osservat (NOEC): hija l-koncentrazzjoni tat-test immedjatament taht il-LOEC.

Fenotipa: hija l-karatteristici osservabbli ta’ organizmu determinati mill-interazzjoni tal-geni taghha mal-ambjent

taghha.

Varjabbli ta’ rispons: huma varjabbli li jintuzaw ghall-istima ta’ tossic¢itd derivata minn varjabbli mkejla li
jiddeskrivu l-bijomassa b’'metodi differenti ta’ kalkolu. Ghal dan il-metodu, ir-rati ta’ tkabbir u r-rendiment huma
varjabbli ta’ rispons derivati minn varjabbli ta’ kejl bhall-ghadd ta’ frondi, l-erja tal-frondi, il-piz frisk u I-piz niexef.

Test semi-statiku (ta’ tigdid): huwa test li fih s-soluzzjoni tat-test hija perjodikament mibdula fintervalli speci-
fici matul it-test.

Test statiku: huwa metodu tat-test minghajr it-tigdid tas-soluzzjoni tat-test matul it-test.

Punt ta’ tmiem tat-test: jiddeskrivi I-fattur generali li jinbidel bis-sustanza kimika relattiva ghall-kontroll bhala
ghan tat-test. Fdan il-metodu, il-punt ta’ tmien tat-test huwa l-inibizzjoni tat-tkabbir, li jista’ jigi espress b'varjabbli
differenti ta’ rispons li huma bbazati fuq varjabbli wahda jew iktar ta’ kejl.

Midjum tat-test: huwa l-midjum komplut ta’ tkabbir sintetiku li fuqu jikbru l-pjanti tat-test meta esposti ghas-
sustanza tat-test. Is-sustanza tat-test tigi normalment mahlula fil-midjum tat-test.

Rendiment: huwa l-valur ta’ varjabbli ta’ kejl biex jesprimi bijomassa fit-tmiem tal-perjodu ta’ espozizzjoni li
minnu jitnaqqas il-varjabbli ta’ kejl fil-bidu tal-perjodu tal-espozizzjoni

PRINCIPJU TAT-TEST

Kulturi ta’ pjanti li jikbru b'mod esponenzjali, tal-generu Lemna jithallew jikbru bhala monokulturi
fkoncentrazzjonijiet differenti tas-sustanza tat-test fuq perjodu ta’ sebat ijiem. L-ghan tat-test huwa li tikkwantifika
l-effetti relatati mas-sustanza fuq it-tkabbir vegetattiv fuq dan il-perjodu, bbazat fuq valutazzjoni ta’ varjabbli ta’
kejl maghzula. L-ghadd tal-frondi huwa l-varjabbli primarju tal-kejl. Mill-inqas varjabbli wiched ichor ta’ kejl (I-erja
totali tal-frond, piz niexef jew piz frisk) hu mkejjel ukoll, peress li xi sustanzi jistghu jaffetwaw varjabbli ohra ta’
kejl hafna iktar minn numri tal-frond. Biex jigu kkwantifikati l-effetti relatati mas-sustanza, it-tkabbir fis-
soluzzjonijiet tat-test huwa mqabbel ma’ dak tal-kontrolli u I-koncentrazzjoni li twassal ghal rata ta’ x % ta’
inibizzjoni specifika ta’ tkabbir (ez. 50 %) hija ddeterminata u espressa bhala I-EC, (ez EC)

[l-punt ta’ tmiem tat-test huwa l-inibizzjoni ta’ tkabbir, espress bhala zieda logaritmika fil-varjabbli ta’ kejl (rata
specifika ta’ tkabbir medju) 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).
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Varjabbli ta’ rispons addizzjonali uzat fdan il-Metodu ta’ ttestjar hu r-rendiment, i jista’ jkun necessarju biex jigu
rispettati r-rekwiziti regolatorji specifici £xi pajjizi. Jigi ddefinit bhala l-varjabbli ta’ kejl fit-tmiem tal-perjodu ta’
espozizzjoni li minnhom jitnaqgsu l-varjabbli fit-tmiem tal-perjodu ta’ espozizzjoni. Mir-rendiment irregistrat
f'serje ta’ soluzzjonijiet tat-test, il-koncentrazzjoni li twassal ghal rata ta’ x % ta’ rendiment (ez. 50 %) hija kkal-
kulata u espressa bhala E,C, (ez. E,C).

Barra minn hekk, il-koncentrazzjoni minima tal-effett osservat (LOEC) u I-konc¢entrazzjoni bl-ebda effett osservat
(NOEQ) jistghu jigu ddeterminati statiskament.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA TAT-TEST

Metodu analitiku, b'sensittivita xierqa ghal kwantifikazzjoni tas-sustanza fil-midjum tat-test ghandha tkun
accessibbli.

Informazzjoni fuq is-sustanza tat-test li tista’ tkun utli biex jigu stabbiliti I-kundizzjonijiet tat-test tinkludi
I-formula strutturali, puritd, solubilitd tal-ilma, stabbilta fl-ilma u dawl, pK,, K, pressjoni tal-fwar u
bijodegradabilita. Is-solubilita tal-ilma u 1-pressjoni tal-fwar tista’ tigi uzata biex jigi kkalkulat il-kostanti tal-
Principju ta’ Henry, li jindika jekk huwiex probabbli li jkun hemm telf sinifikanti matul il-perjodu tat-test. Dan
juri jekk ghandhomx jittichdu passi sabiex dan it-telf jigi kontrollat. Meta l-informazzjoni dwar is-solubilita u
l-istabbilta tas-sustanza tat-test m’hijiex certa, huwa rrakkomandat li dawn jigu vvalutati taht il-kundizzjonijiet
tat-test, i.e. midjum ta’ tkabbir, temperatura, sistema ta’ dawl li ghandha tintuza fit-test.

Meta l-kontroll tal-acidita tal-midjum tat-test huwa partikolarment importanti, perezempju. meta jigu ttestjati
metalli jew sustanzi li huma idrolitikament instabbli, iz-zieda ta’ buffer lill-midjum ta’ tkabbir huwa rrakkoman-
dat (ara l-ewwel paragrafu fit-tagsima 1.7.4.). Iktar indikazzjonijiet ghal ittestjar ta’ sustanzi b’karatteristici
fizikokemikali li jaghmilhom difficli biex jigu ttestjati huwa pprovdut fi (11).

SUSTANZA TA’ REFERENZA

Sustanzali ta’ referenza, bhal 3,5-dichlorophenol uzat fir-ring test internazzjonali (10), tista’[jistghu tigifjigu ttest-
jat(i) bhala mezz ta’ kontroll tal-procedura tat-test. Huwa opportun li tigi ttestjata sustanza ta’ referenza mill-
inqas darbtejn f'sena jew, meta l-ittestjar isir inqas frekwentement, b'mod parallel mad-determinazzjoni tat-
tossicita tas-sustanza tat-test.

VALIDITA TAT-TEST

Biex it-test ikun validu, il-hin ta’ irduppjar tal-ghadd tal-frondi fil-kontroll irid ikun inqas minn jumejn u nofs (60
siegha), li jikkorispondi ma’ zieda ta’ bejn wiched u ichor seba’ darbiet f'sebat ijiem u rata medja ta’ tkabbir spe-
¢ifiku ta’ 0.275 d 7', Permezz tal-kundizzjonijiet tal-midja u t-test deskritti fil-Metodu tal-Ittestjar, dan il-kriterju
jista’ jintlahaq bl-uzu ta’ sistema ta’ ttestjar statiku (8). Huwa wkoll mahsub li dan il-kriterju jista’ jigi milhuq taht
kundizzjonijiet ta’ ttestjar semi-statiku u flow-through. Kalkolu tal-hin ta’ irduppjar huwa muri fit-taqsima 2.1.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

Kull taghmir fkuntatt mal-midja tat-test ghandu jkun maghmul minn hgieg jew materjal ichor li ma jaghmilx
reazzjoni kimika. Taghmir tal-hgieg uzat ghal-ghanijiet tal-kultura u ittestjar ghandu jigi mnaddaf minn kull
kontaminant kimiku li jista’ jipperkola fil-midjum tat-test u jrid ikun sterili. [l-kontenituri tat-test ghandhom ikunu
wiesgha bizzejjed sabiex il-frondi ta’ kolonji differenti fil-kontenituri tal-kontroll jikkbru minghajr ma jirkbu lil xul-
xin fit-tmiem tat-test. Ma jimpurtax jekk l-gheruq imissu l-gieghan tal-kontenituri tat-test, izda fond minimu ta’
20 mm u volum minimu ta’ 100 ml fkull kontenitur tat-test huwa rrakkomandat. L-ghazla tal-kontenituri tat-
test ma hijiex ta’ importanza kbira sakemm dawk ir-rekwiziti jigu mharsa. Garar tal-hgieg, plattini ta’
kristalizzazzjoni u plattini petri tal-hgieg ta’ dagsijiet adatti kollha rrizultaw xierqa. Kontentituri tal-hgieg
ghandhom ikunu mghottija sabiex titnaqqas kemm jista’ jkun l-evoparazzjoni u I-kontaminazzjoni bi zball, waqt
li tithalla l-bidla tal-arja necessarja. Kontenturi tat-test xierqa, u partikolarment I-ghotien, ghandhom jevitaw
dellijiet jew bidliet fil-karatteristici spettrali tad-dawl.

[l-kulturi u I-kontenituri tat-test ma ghandhomx jinzammu flimkien. Dan l-ahjar i jsir permezz tal-uzu ta’
kmamar ambjentali ta’ tkabbir, inkubaturi, jew kmamar separati. L-illuminazzjoni u t-temperatura ghandhom
ikunu jistghu jigu kkontrollati u mizmuma flivell kostanti (ara t-tagsima 1.7.8).



L 220/78

1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

24.8.2009

Organizmu tat-test

L-organizmu uzat ghal dan it-test huwa jew Lemna gibba jew Lemna minor. Deskrizzjonijiet qosra ta’ speci ta’
duckweed li gew uzati ghal ittestjar ghal tossicita huma moghtija fl-Appendici 1. Materjal ta’ pjanti jista’ jinkiseb
minn kollezzjoni ta’ kultura, laboratorju ichor jew mill-ghalga. Jekk migbura mill-ghalqa, il-pjanti ghandhom jigu
mizmuma fil-kultura fl-istess midjum bhal dak uzat ghall-ittestjar mill-inqas ghal tmien gimghat gabel lI-uzu. Siti
ta’ ghelieqi uzati ghal gabra ta’ kulturi inizjali ghandhom ikunu hielsa minn sorsi ovvji ta’ kontaminazzjoni. Jekk
migjuba minn laboratorju iechor jew minn kollezzjoni ta’ kultura ghandhom jigu mizmuma bl-istess mod mill-
inqas ghal tliet gimghat. Is-sors tal-materjal tal-pjanti jew tal-ispeci jew klonu (jekk maghruf) uzat ghall-ittestjar
ghandu dejjem jigi rrapurtat.

Monokulturi, li huma vizibilment hielsa minn kontaminazzjoni minn organizmi ohrajn bhal alga u protozoa,
ghandhom jigu uzati. Pjanti b'sahhithom ta’ L. minor jikkonsistu fkolonji li jkollhom bejn zewg jew hames frondj,
wagt li kolonji b’sahhithom ta’ L. gibba jista’ jkollhom sa seba’ frondi.

I-kwalita u l-uniformita tal-pjanti uzati ghat-test ikollhom influwenza sinifikanti fuq ir-rizultat tat-test u ghalhekk
ghandhom jintghazlu bil-hsieb. Pjanti Zghar li jikbru malajr minghajr lezjonijiet li jidhru jew diskolorazzjoni
(klorozi) ghandhom jigu uzati. Kulturi ta’ kwalita tajba huma indikati b'in¢idenza gholja ta’ kolonji li fihom mill-
ingas zZewg frondi. Ghadd kbir ta’ frondi wahedhom juri stress ambjentali, ez. limitazzjoni ta’ nutrijenti, u materjal
ta’ pjanti minn kulturi bhal dawn ma ghandux jintuza ghal ittestjar.

Kultura

Biex tnaqgas il-frekwenza ta’ manteniment ta’ kulturi (ez. meta l-ebda Lemna test ma jkun ippjanat ghal xi
perjodu), il-kulturi jistghu jinzammu filluminazzjoni u temperatura (4-10 °C) mnaqqsa. Dettalji ta’ produzzjoni
ta’ kulturi huma moghtija fl-Appendici 2. Sinjali ovvji ta’ kontaminazzjoni b'alga jew organizmi ohrajn jirrikjedu
sterilizzazzjoni tal-wicc ta’ sub-kampjun ta’ frondi Lemna, segwit bi trasferiment fmidjum gdid (ara I-Appendici 2).
Fdan il-kaz, il-kultura kkontaminata li jibqa’ ghandha tintrema.

Mill-inqas sebat ijiem qabel l-ittestjar, kolonji sufficjenti huma trasferiti asettikament fmidjum sterili gdid u
kkultivati ghal 7-10 ijiem taht il-kundizzjonijiet tat-test.

Midjum tat-test

Midja differenti huma rrakkomandati ghal Lemna minor u Lemna gibba, kif deskritt hawn taht. L-inkluzjoni ta’
buffer pH fil-midjum tat-test (MOPS (acidu sulfoniku 4-morpholinepropane, CAS No: 1132-61-2; EINECS
No: 214-478-5 fmidjum L. minor u NaHCO; fmidjum L. gibba) ghandha tigi kkunsidrata akkuratament meta
huwa suspettat li jista’ jaghmel reazzjoni mas-sustanza tat-test u jinfluwenza l-espressjoni tat-tossicita tieghu.
Midjum Steinberg (12) huwa accettabbli wkoll sakemm jintlahqu 1-kriterji tal-validita.

Modifkazzjoni tal-istandard Svediz (SIS) midjum ta’ tkabbir Lemna huwa rrakkomandat ghal produzzjoni ta’ kul-
turi ta’ L. minor u ttestjar tal-istess. [l-kompozizzjoni ta’ dan il-midjum hija moghtija fl-Appendici 3.

[I-midjum ta’ tkabbir, 20X — AAP, kif deskritt fl-Appendici 3, huwa irrakkomandat ghal produzzjoni ta’ kulturi
u ttestjar ta’ L. gibba.

[I-midjum Steinberg, kif deskritt fl-Appendici 3, huwa wkoll adattat ghal L. minor, izda jista’ jintuza ghal L. gibba
sakemm il-kriterji tal-validita jintlahqu.

Soluzzjonijiet tat-test

Soluzzjonijiet tat-test huma generalment ippreparati bid-diluzzjoni ta’ soluzzjoni bkoncentrazzjoni
standardizzata. Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata tas-sustanza tat-test huma generalment ipprepa-
rati billi tinhall is-sustanza fil-midjum tal-tkabbir.

L-iktar koncentrazzjoni gholja ttestjata tas-sustanza tat-test normalment ma ghandiex teccedi s-solubilita tal-ilma
tas-sustanza taht il-kundizzjonijiet tat-test. Ghandu jigi kkunsidrat izda li Lemna spp. izzomm fil-wic¢ u tista’ tigi
esposta ghal sustanzi li jingabru bejn I-ilma u l-arja (ez. sustanzi li ma tantx jinhallu fl-ilma jew sustanzi idrofobici
jew sustanzi attivi fil-wicc). Féirkustanzi bhal dawn, l-espozizzjoni tirrizulta minn materjal li ma huwiex fis-
soluzzjoni u I-koncentrazzjonijiet tat-test, jistghu, skont il-karatteristici tas-sustanza tat-test, jeccedu s-solubilita
tal-ilma. Ghal sustanzi tat-test li ma tantx jinhallu fl-ilma, jista’ jkun hemm bzonn li tigi ppreparata soluzzjoni
b’koncentrazzjoni standardizzata hafna jew dispersjoni tas-sustanza bl-uzu ta’ solvent organiku jew dispersant
sabiex tiffacilita z-zieda ta’ kwantitajiet ezatt tas-sustanza tat-test lill-midjum tat-test u tghin fdispersjoni u
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x-xoljiment taghha. Kull sforz ghandu jsir sabiex jigi evitat l-uzu ta’ materjali bhal dawn. Ma ghandu jkun hemm
ebda fitotossicita rizultanti minn uzu ta’ solventi jew dispersanti awziljarji. Perezempju, solventi uzati ta’ spiss li
ma jikkawzawx fitotossicitd fkoncentrazzjonijiet sa 100 pl I'! jinkludu acetone u dimethylformamide. Jekk jin-
tuza solvent jew dispersant, il-koncentrazzjoni finali tieghu ghandha tigi rrapurtata u minimizzata kemm jista’
jkun (100 pl-1™), u kull trattament u kontroll ghandu jkollu l-istess koncentrazzjoni ta’ solvent jew dispersant.
Iktar indikazzjonijiet dwar l-uzu ta’ dispersanti huma moghtija fi (11).

Gruppi tat-test u kontroll

Taghrif bil-quddiem dwar it-tossicita tas-sustanza tat-test lil Lemna, ez. minn test li jsib il-gamma, jghin fl-ghazla
tal-koncentrazzjonijiet tat-test adattati. Fit-test definittiv ta’ tossicita, ghandu jkun hemm mill-inqas hames
koncentrazzjonijiet tat-test irrangati fserje geometrika. Preferibbilment il-fattur ta’ separazzjoni bejn
il-koncentrazzjonijiet tat-test ma ghandux jeccedi 3.2, izda valur ikbar jista’ jintuza meta l-kurva ta’ rispons tal-
koncentrazzjoni hija catta. Ghandha tigi pprovduta gustifikazzjoni jekk inqas minn hames koncentrazzjonijiet
huma uzati. Mill-inqas tliet repliki ghandhom jintuzaw fkull koncentrazzjoni tat-test.

Meta tigi ssettjata l-gamma ta’ koncentrazzjonijiet tat-test (ghal sejba ta’ gamma ufjew ghat-test definittiv ta’ tos-
sicita), dawn li gejjin ghandhom jigi kkunsidrati:

—  Dbiex tiddetermina EC,, il-koncentrazzjonijiet tat-test iridu jsostnu l-valur EC, sabiex tizgura livell ta’ kunfi-
denza adegwat. Perezempju, jekk tkun qed tikkalkula I-ECs,, l-iktar koncentrazzjoni gholja ghandha tkun
ikbar mill-valur tal-ECj. Jekk il-valur ECs,, jinstab barra I-firxa ta” koncentrazzjonijiet tat-test, intervalli ta’
kunfidenza assocjati jkunu kbar u valutazzjoni xierqga tal-fit statistiku tal-mudell tista’ ma tkunx possibbli,

— jekk l-ghan huwa li jigu vvalutati I-LOEC/NOEC, l-iktar koncentrazzjoni baxxa tat-test ghandha tkun baxxa
bizzejjed sabiex it-tkabbir ma jkunx hafna inqas minn dak tal-kontroll. Barra minn hekk, I-oghla
koncentrazzjoni tat-test ghandha tkun gholja bizzejed sabiex it-tkabbir ikun hafna iktar baxx minn dak tal-
kontroll. Jekk dan ma huwiex il-kaz, it-test irid jigi ripetut bl-uzu ta’ firxa ta’ koncentrazzjoni differenti
(sakemm l-oghla koncentrazzjoni ma hijiex fil-limitu ta’ solubilita jew il-koncentrazzjoni fil-limitu massimu
rikjest, ez. 100 mg-1™).

Kull test ghandu jinkludi kontolli li jikkonsistu fmidjum tal-istess nutrijent, l-istess ghadd ta’ frondi u kolonji,
kundizzjonijiet ambjentali u proceduri bhall-kontenituri tat-test izda minghajr is-sustanza tat-test. Jekk solvent
jew dispersant awziljarju huwa uzat, trattament ta’ kontroll addizzjonali bis-solvent/dispersant prezenti fl-istess
koncentrazzjoni bhal tal-kontenituri ghandu jigi inkluz. L-ghadd ta’ kontenituri ta’ kontroll ripetut (u kontenituri
ta’ solvent, jekk applikabbli) ghandu jkun mill-inqas dags, u idealment id-doppju, tal-ghadd ta’ vetturi uzati ghal
kull koncentrazzjoni tat-test.

Jekk determinazzjoni ta’ NOEC ma hijiex rikjesta, id-dizinn tat-test jista’ jinbidel biex jizdied l-ghadd ta’
koncentrazzjonijiet u jnaqqas l-ghadd ta’ repliki ta’ kull koncentrazzjoni. Madankollu, 1-ghadd ta’ repliki ta’
kontroll iridu jkunu mill-inqas tlieta.

Espozizzjoni

Kolonji li jikkonsistu minn 2 sa 4 frondi li jidhru huma trasferiti mill-kultura inoculum u huma mpoggija
kazwalment fil-kontenituri ta’” kontroll fkundizzjonijiet asettici. Kull kontenitur tat-test ghandhu jkollu total ta’
bejn disa’ jew tnax-il frond. L-ghadd ta’ frondi u kolonji jridu jkunu l-istess bhal dawk uzati fkull kontenitur tat-
test. Esperjenza miksuba b’dan il-metodu u dejta tar-ring-test indikaw li jekk tuza tliet repliki ghal kull trattament,
b’kull replika jkollha minn disa’ sa’ tnax-il frond fil-bidu, dan huwa bizzejjed biex tinduna b'differenzi fit-tkabbir
ta’ ¢irka 4 sa 7 % ta’ inibizzjoni kkalkulat bir-rata ta’ tkabbir (10 sa 15 % ikkalkulata skont ir-rendiment) bejn
it-trattamenti (10).

Dizinn kazwali ghal post ta’ kontenituri tat-test fl-inkubatur huwa rikjest sabiex titnagqas kemm jista’ jkun
l-influwenza ta’ differenzi ta’ spazju fl-intensita tad-dawl jew it-temperatura. Dizinn ibblokkat jew
ripozizzjonament kazwali tal-kontenituri meta jsiru osservazzjonijiet (jew ripozizzjonament iktar frekwenti) hu
rikjest ukoll.
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Jekk test preliminari ta’ stabbilita juri li I-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test ma tistax tinzamm (i.e.
il-koncentrazzjoni imkejla taqa’ taht 80 % tal-koncentrazzjoni inizjali mkejla) matul it-tul taz-zmien tat-test (sebat
fjiem), l-uzu ta’ sistema ta’ ttestjar semistatiku hu rrakkomandat. Fdan il-kaz, il-kolonji ghandhom jigu esposti
ghal soluzzjonijiet tat-test u kontroll preparati mill-gdid fmill-inqas zewg okkazjonijiet matul it-test (ez. granet 3
u 5). Il-frekwenza ta’ espozizzjoni ghal midjum gdid jiddependi mill-istabbilita tas-sustanza tat-test; frekwenza
iktar gholja tista’ tkun necessarja biex jinzammu koncentrazzjonijiet kwazi-kostanti ta’ sustanzi instabbli hafna u
volatili. Fxi ¢irkustanzi, procedura flow-through tista’ tkun necessarja (11)(13).

[x-xenarju ta’ espozizzjoni minn applikazzjoni ta’ weraq (sprej) mhijiex koperta fdan il-Metodu ta’ ttestjar, izda
ara (14).

Kundizzjonijiet ta’ inkubazzjoni

Dawl kontinwu fluworexxenti shun jew frisk ghandu jintuza biex jipprovdi intensita tad-dawl maghzula minn
ghazla ta’ 85-135 pE'm 2s™' meta mkejjel fradjazzjoni attiva fotosintetika (400-700 nm) fpunti fl-istess dis-
tanza mis-sors ta’ dawl bhall-frondi Lemna (ekwivalenti ghal 6 500-10 000 lux). Kull differenza mill-intensita tad-
dawl maghzula fuq l-erja tat-test ma tistax tkun iktar minn * 15 %. Il-metodu ta’ rivelazzjoni u kejl ta” dawl,
partikolarment it-tip ta’ sensur, jaffetwa l-valur imkejjel. Sensuri sferici (li jirrispondu ghal dawl mill-angli kollha
ta’ fuq jew taht il-pjan ta’ kejl) u sensuri “cosine” (li jirrispondu ghal dawl mill-angli kollha fuq il-pjan ta’ kejl) huma
ahjar minn sensuri unidirezzjonali, u jaghtu rizultati oghla ghal sors ta’ iktar minn punt wiched tat-tip deskritt
hawn.

It-temperatura fil-kontenituri tat-test trid tkun ta’ 24 £ 2 °C. Il-pH tal-midjum ta’ kontroll ma ghandiex tizdied
biktar minn 1,5 unita matul it-test. Madankollu, devjazzjoni ta’ aktar minn 1,5 unita ma tinvalidax it-test meta
jkun jista’ jintwera li I-kriterji ta’ validita gew issodisfati. Trid tinghata kura addizzjonali ghall-pH drift fkazijiet
specjali bhal meta jigu ttestjati sustanzi li mhumiex stabbli jew metalli. Ara (11) ghal iktar indikazzjonijiet.

Tul ta’ Zmien

Dan it-test jintemm sebat ijiem wara li I-pjanti jigu ttrasferiti fil-kontenituri tat-test.

Kejl u determinazzjonijiet analitici

Fil-bidu tat-test, I-ghadd ta’ frondi fil-kontenituri tat-test jinghadd u jigi rrekordjat, b'attenzjoni i tizgura li frondi
sporgenti li jidhru b'mod ¢ar, huma kkunsidrati. Numri ta’ frondi li jidhru normali jew anormali, ghandhom jigu
determinati fil-bidu tat-test, mill-ingas darba kull tlett ijiem matul il-perjodu ta’ espozizzjoni (i.e. fmill-ingas 2
okkazjonijiet matul il-perjodu ta’ 7 fjiem), u meta t-test jigi mitmum. Tibdil fl-izvilupp tal-pjanti, ez. fid-daqs tal-
frond, dehra, indikazzjoni ta’ nekrozi, klorozi jew gibbozita, xoljiment ta’ kolonji u telf ta’ abilita li zzomm fwicc
l-ilma, u fit-tul u dehra ta’ gheruq, ghandhom jigu nnutati. Karatteristici sinifikanti tal-midjum tat-test (ez prezenza
ta’ materjal li ma nhallx, tkabbir ta’ alga fil-kontenitur tat-test) ghandhom jigu nnutati.

Barra minn determinazzjonijiet tal-ghadd ta’ frondi matul it-test, l-effetti tas-sustanza tat-test fuq wahda (jew iktar)
mill-varjabbli ta’ kejl li gejjin huma vvalutati wkoll:

(i) erja totali tal-frond,

(i) piz niexef,

(iti) piz frisk

L-erja totali tal-frond ghandha l-vantagg li tista’ tigi ddeterminata ghal kull test u l-kontenitur tal-kontroll fil-bidu,
matul u fit-tmiem tat-test. Piz niexef jew frisk ghandu jigi ddeterminat fil-bidu tat-test minn kampjun ta’ kultura
ta’ inoculum rapprezentativ ta’ dak li jkun uzat biex jinbeda t-test, u fit-tmiem tat-test bil-materjal ta’ pjanti minn
kull kontenitur tat-test u kontroll. Jekk l-erja ta’ frond ma tkunx imkejla, piz niexef huwa preferut fuq piz frisk.

L-erja totali tal-frond, piz niexef u piz frisk jistghu jigu ddeterminati kif gej:
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(i)  Erja totali tal-frond: L-erja totali tal-frond tal-kolonji kollha tista’ tigi ddeterminata permezz ta’ analizi tal-
immagini. Dell tal-kontenitur tat-test jista’ jigi migbud permezz ta’ kamera tal-vidjo (i.e. billi I-kontenitur jit-
pogga fuq kaxxa ta’ dawl) u l-immagini li tirrizulta tingaleb ghal wahda digitali. Bil-kalibrazzjoni ma’ forom
catti ta’ erja maghrufa, l-erja totali tal-frond fkontenitur tat-test tista’ tigi mbaghad iddeterminata. Ghandha
tinghata attenzjoni biex tigi eskluza interferenza kkwazata mill-bordura tal-kontenitur tal-vettura. Approce
alternattiv izda li jichu iktar xoghol huwa li jittiehdu ritratti tal-kontenituri tat-test u pjanti, taqta’ d-dell tal-
kolonji 1i jirrizulta u tiddetermina l-erja taghhom permezz ta’ analizzatur ta’ erja ta’ weraq jew karti
millimetrati. Tekniki ohra (ez. ir-ratio ta’ toqol ta’ karta bejn l-erja ta’ dell tal-kolonji u l-erja ta’ unita) jistghu
jkunu adegwati wkoll.

(ii) Piz niexef: ll-kolonji kollha huma migbura minn kull kontenitur tat-test u mahsulin b’ilma distillat jew
dejonizzat. L-ilma zejjed taghhom jitnehha billi jigi assorbit u mbaghad huma jigu mnixxfa £60 °C ghal piz
kostanti. Kull bicciet ta’ gheruq ghandhom jigu inkluzi. [l-piz niexef ghandu jigi espress b'ezattezza ta’ mill-
inqas 0,1 mg.

(iii) Piz frisk: l-kolonji kollha huma trasferiti ghal go tubi li jkunu ntiznu qabel, maghmula minn polistrene (jew
materjal iehor li ma jaghmilx reazzjoni kimika), b’toqob zghar (ta’ 1 mm) fil-qieghan tondi. It-tubi huma
mbaghad centrifugati bi 3 000 rpm ghal 10 minuti ftemperatura ambjentali. Tubi, li issa jkun fihom kolonji
mnixxfa, huma mizuna mill-gdid u l-piz frisk huwa kkalkulat billi jitnagqas il-piz tat-tubu vojt.

Frekwenza ta’ kejl u determinazzjoni analitika

Jekk tintuza sistema ta’ ttestjar statiku, il-pH ghandha tigi mkejla fil-bidu u fit-tmiem tat-test. Jekk tintuza sistema
ta’ ttestjar semistatiku, il-pH ghandha tigi mkejla fkull lott ta’ soluzzjoni tat-test “gdida” qabel kull tigdid u
fsoluzzjonijiet korrispondenti “uzati”.

L-intensita tad-dawl ghandha tigi mkejla fil-kamra ta’ tkabbir, inkubatur jew kamra fpunti fl-istess distanza mis-
sors ta’ dawl bhall-frondi Lemna. Kejl irid isir mill-ingas darba matul it-test. It-temperatura tal-midjum fil-
kontenitur sostitwit mizmum fl-istess kundizzjonjiet tal-kamra ta’ tkabbir, inkubatur jew kamra ghandhom jigu
rregistrati mill-inqas darba kuljum.

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

Ftestijiet semi-statici fejn il-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-test ma hijiex mistennija li tibqa’ fi + 20 % tal-
koncentrazzjoni nominali, hu necessarju li fkull tigdid jigu analizzati s-soluzzjonijiet tat-test preparati ricente-
ment u l-istess soluzzjonijiet (ara t-tielet paragrafu fit-taqsima 1.7.7). Madankollu, ghal dawk it-testijiet fejn
il-koncentrazzjoni inizjali mkejla tas-sustanza tat-test mhix fi + 20 % tan-nominali, izda fejn evidenza suffi¢jenti
tista’ tigi pprovduta biex turi li l-konc¢entrazzjonijiet inizjali huma ripetibbli u stabbli (i.e. fil-gamma 80-120 %
tal-koncentrazzjoni inizjali), determinazzjonijiet kimi¢i jistghu jsiru biss fuq l-oghla u I-iktar koncentrazzjonijiet
baxxi tat-test. Fil-kazijiet kollha, id-determinazzjoni ta’ koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test qabel it-tigdid
hemm biss bzonn li ssir freplika wahda fkull koncentrazzjoni tat-test (jew il-kontenut tal-kontenituri migbura
skont ir-replika).

Jekk jintuza test flow-through, sistema ta’ tehid ta’ kampjuni simili ghal dak deskritt ghal testijiet semi-statici,
inkluz l-analizi fil-bidu, fin-nofs u fit-tmiem tat-test, huwa adegwat, izda l-kejl ta’ soluzzjonijiet “uzati” mhux
idoneju fdan il-kaz. Fdan it-tip tat-test, ir-rata ta’ fluss ta’ dilwent u sustanzi tat-test jew soluzzjoni
b’koncentrazzjoni standardizzata ta’ sustanza tat-test ghadhom jigu ¢cekjati kuljum.

Jekk hemm evidenza li I-koncentrazzjoni tas-sustanza li qieghda tigi ttestjata kienet mizmuma b'mod sodisfa-
centi fi £ 20 % tal-koncentrazzjoni nominali jew dik imkejla inizjalment, matul it-test, analizi tar-rizultati tista’
tkun ibbazata fuq il-valuri nominali jew inizjali imkejla. Jekk id-devjazzjoni mill-koncentrazzjoni nominali jew
dik inizjali mkejla hija ikbar minn +20 %, analizi tar-rizultati ghandha tkun imsejsa fuq il-medja geometrika tal-
koncentrazzjoni matul l-espozizzjoni jew mudelli li jiddeskrivu t-tnaqqis tal-koncentrazzjoni tas-sustanza tat-
test (11).
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Test tal-limitu

Fghadd ta’ ¢irkustanzi, ez. meta test preliminarju jindika li s-sustanza tat-test ma ghandha ebda effetti tossici fuq
konéentrazzjonijiet sa 100 mg I™!, jew sal-limitu tas-solubilita fil-midjum tat-test (liema minnhom huwa I-iktar
baxx), jista’ jsir test tal-limitu li jinvolvi tqabbil ta’ reazzjonijiet fi grupp ta’ kontroll u grupp ta’ trattament
(100 mg I"* jew konéentrazzjoni dags il-limitu tas-solubilitd). Huwa rrakkomandat b’enfasi li dan ikun mghejjun
banalizi tal-koncentrazzjoni ta’ espozizzjoni. Il-kundizzjonijiet tat-test u I-kriterji ta’ validita kollha deskritti qabel
japplikaw ghat-test tal-limitu, bl-ec¢ezzjoni li I-ghadd ta’ repliki ta’ trattament irid ikun irduppjat. Tkabbir fil-
grupp ta’ kontroll u trattament jista’ jigi analizzat permezz tat-test statistiku li jqabbel ir-rizultati medji, ez.
Student’s t-test.

DEJTA U RAPPURTAR

HIN TA’ RDUPPJAR

Biex jigi ddeterminat iz-zmien ta’ rduppjar (T,) tal-ghadd tal-frondi u l-aderenza ma’ dan il-kriterju ta’ validita
bl-istudju (it-tagsima 1.6), il-formula li gejja hija uzata flimkien ma’ dejta migjuba mill-kontenituri tal-kontroll:

Ty=1In2/p

fejn p hija r-rata ta’ medja ta’ tkabbir specifiku ddeterminat kif deskritt fl-ewwel u fit-tieni paragrafu
fit-tagsima 2.2.1.

VARJABBLI TA’ RISPONS

L-ghan tat-test hu li jiddetermina I-effett tas-sustanza tat-test fuq it-tkabbir vegetattiv ta’ Lemna. Dan il-Metodu ta’
ttestjar jiddeskrivi zewg varjabbli ta’ rispons, ghax pajjizi membri ghandhom preferenzi u bzonnijiet regolatorji
differenti. Sabiex ir-rizultati tat-testijiet ikunu accettabli fil-pajjizi membri kollha, l-effetti ghandhom jigu vvalu-
tati billi jintuzaw kemm il-varjabbli (a) u kemm dik (b) li huma deskritti hawn taht.

(a) Ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkulat mhux biss fuq il-bazi ta’ bidliet
fil-logaritmi tan-numri tal-frond, izda wkoll fuq il-bazi ta’ bidliet fil-logaritmi ta’ parametru ichor ta’ kejl (erja
totali tal-frond, piz niexef u piz frisk) fuq il-hin (espress bhala granet) fil-kontrolli u fkull grupp ta’
trattament. Xi drabi issir referenza ghal dan bhala rata relattiva ta’ tkabbir (15).

(b) Rendiment: dan il-varjabbli ta’ rispons huwa kkalkulat mhux biss fuq il-bazi ta’ bidliet fl-ghadd tal-frondi,
izda wkoll fuq il-bazi ta’ bidliet fparametru ichor ta’ kejl (erja totali tal-frond, piz niexef u piz frisk) fil-
kontrolli u fkull grupp ta’ trattament sat-tmiem tat-test.

Ghandu jigi nnutat li l-valuri ta’ tossicita kkalkulati permezz tal-uzu ta’ dawn iz-zewg varjabbli ta’ rispons ma
jistghux jigu mqabbla u din id-differenza trid tigi rikonoxxuta meta r-rizultati tat-test jigu uzati. Valuri EC, ibba-
zati 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 l-bazi matematika tal-
approcéi rispettivi. Dan ma ghandux ikun interpretat bhala differenza fis-sensittivita bejn iz-zewg varjabbli ta’ ris-
pons, semplicement ghax il-valuri huma differenti matematikament. ll-kuncett ta’ rata medja ta’ tkabbir specifiku
huwa bbazat fuq il-mudell generali ta’ tkabbir esponenzjali ta” duckweed fkulturi mhux limitati, fejn it-tossicita
hija kkalkulata fuq il-bazi tal-effetti fuq ir-rata ta’ tkabbir minghajr ma tkun dipendenti fuq il-livell assolut tar-rata
specifika ta’ tkabbir tal-kontroll, il-pendil tal-kurva koncentrazzjoni-rispons jew fuq id-dewmien tat-test.
B’kuntrast, rizultati bbazati fuq il-varjabbli ta’ rispons tar-rendiment huma dipendenti fuq dawn il-varjabbli
l-ohrajn 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 il-varjabbli ta’ rispons
ma ghandux jintuza biex tqabbel is-sensittivita ghal sustanzi tossici fost l-ispeci tad-duckweed jew anki kloni dif-
ferenti. Waqt li l-uzu ta’ rata medja specifika ta’ tkabbir biex tikkalkula t-tossicita hija xjentifikament preferuta,
kalkoli ta’ tossicita bbazati fuq rendiment huma inkluzi wkoll fdan il-Metodu ta’ ttestjar biex jissodisfaw
ir-rekwiziti regolatorji £xi pajjizi.
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Kalkoli ta’ tossicita ghandhom ikunu bbazati fuq l-ghadd tal-frondi u fuq varjabbli ta’ kejl ichor addizzjonali (erja
totali tal-frond, piz niexef u piz frisk), ghaliex xi sustanzi jistghu jaffetwaw varjabbli ohra ta’ kejl hafna iktar mill-
ghadd tal-frondi. Dan l-effett ma jigix rivelat billi tikkalkula I-ghadd tal-frondi biss.

L-ghadd ta’ frondi kif ukoll kull varjabbli ichor ta’ kejl registrat, i.. erja totali tal-frond, piz niexef jew piz frisk,
huma mnizzlin ftabella flimkien mal-koncentrazzjonijiet tas-sustanzi tat-test ta’ 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.

Ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku

Ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku ghal perjodu specifiku tigi kkalkulata fuq iz-Zjieda logaritmika fil-varjabbli ta’
tkabbir — numri ta’ frond u varjabbli ichor ta’ kejl (erja totali ta’ frond, piz niexef jew piz frisk) — billi tintuza
|-formula ta’ hawn taht ghal kull replika ta’ kontroll u trattamenti:

ln(N,) - ln(Ni)
. _%

— ;i rata medja ta’ tkabbir specifiku minn hin i sa j
— N;  varjabbli ta’ kejl fil-kontenitur tat-test jew kontroll fhin i
— N varjabbli ta’ kejl fil-kontenitur tat-test jew kontroll fhin j

— t perjodu ta’ hin minn isaj

Ghal kull grupp ta’ trattament jew kontroll, ikkalkula valur medju ghar-rata ta’ tkabbir flimkien mal-estimi
tal-varjazzjoni.

Ir-rata medja ta’ tkabbir specifiku ghandha tkun ikkalkulata ghal-perjodu shih tat-test (hin “i” fil-formula ta” hawn
fuq huwa I-bidu tat-test u l-hin “” huwa t-tmiem tat-test). Ghal kull koncentrazzjoni tat-test jew kontroll, ikkalkula
valur medju ghar-rata medja ta’ tkabbir flimkien mal-estimi tal-varjazzjoni. Ghandha tigi wkoll stimata r-rata ta’
tkabbir sezzjoni b’sezzjoni sabiex jigu vvalutati effetti tas-sustanza tat-test li jivverifikaw ruhhom matul il-perjodu
ta’ espozizzjoni (ez. billi jigu ezaminati I-kurvi ta’ tkabbir trasformati flogaritmi). Differenzi sostanzjali bejn ir-rata
ta’ tkabbir sezzjoni b’sezzjoni u r-rata medja ta’ tkabbir jindikaw devjazzjoni mit-tkabbir esponenzjali kostanti u
ghandha issir ezaminazzjoni bir-reqqa tal-kurvi ta’ tkabbir. Fdan il-kaz, approcc konservattiv ikun li jigu mgabbla
r-rati ta’ tkabbir specifiku minn kulturi ittrattati waqt il-perjodu ta’ hin ta’ inibizzjoni massima ma’ kontrolli waqt
l-istess perjodu ta’ hin.

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

%l = (), 100
He
fejn:
— %l persentagg ta’ inibizzjoni fir-rata medja ta’ tkabbir specifiku
— pe valur medju ghal p fil-kontroll
— 1y valur medju ghal p fil-grupp ta’ trattament
Rendiment

Effetti fuq ir-rendiment huma determinati fuq il-bazi ta’ zewg varjabbli ta’ kejl, ghadd ta’ frondi u varjabbli iehor
ta’ kejl (erja totali ta’ frond, piz niexef u piz frisk) prezenti fkull kontenitur tat-test fil-bidu u fit-tmiem tat-test.
Ghal piz niexef u piz frisk, il-bjjomassa tal-bidu hija ddeterminata fuq il-bazi ta’ kampjun ta’ frondi mehud mill-
istess lott uzat biex tlaqgam il-kontenituri tat-test (ara t-tieni paragrafu fit-tagsima 1.7.3). Ghal kull
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koncentrazzjoni tat-test jew kontroll, ikkalkula valur medju ghar-rendiment flimkien mal-estimi tal-varjazzjoni.
Il-persentagg medju ta’ inibizzjoni ftermini ta’ rendiment (% 1,) tista’ tigi kkalkulata ghal kull grupp ta’ trattament
kif gej:

bcfbr)

%Iy= x 100

C

fejn:

— %L;  persentagg tat-tnaqqis fir-rendiment
— bea bijomassa finali li minnha titnaqqas il-bijomassa tal-bidu ghall-grupp ta’ kontroll

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

Ipplottjar ta’ kurvi ta’ rispons ta’ konc¢entrazzjoni

Ghandhom jigu pplottjati I-kurvi ta’ rispons ta’ koncentrazzjoni li juru l-persentagg medju ta’ inibizzjoni tal-
varjabbli tar-rispons (I,, jew L, ikkalkulat kif muri fl-ahhar paragrafu tat-taqsima 2.2.1 jew fit-taqsima 2.2.2) u
l-koncentrazzjoni logaritmika tas-sustanza tat-test.

Estimi ta’ EC,

Estimi ta’ EC, (ez. EC5,) 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 I-ghadd tal-frondi u varjabbli ichor
ta’ kejl (erja totali ta’ frond, piz niexef, jew piz frisk). Dan ghaliex hemm sustanzi tat-test li jinfluwenzaw 1-ghadd
ta’ frondi u l-varjabbli ta’ kejl ohra b'mod differenti. [l-parametri ta’ tossi¢ita mixtieqa huma ghalhekk erba’ valuri
EC, ghal kull livell ta’ inibizzjoni kkalkulat: E,C, (ghadd tal-frondi); E.C, (erja totali tal-frondi, piz niexef, jew piz
frisk); E,C, (ghadd tal-frondi); u E C, (erja totali tal-frondi, piz niexef, jew piz frisk).

PROCEDURA STATISTIKA

L-ghan huwa li tinkiseb relazzjoni koncentrazzjoni-rispons permezz ta’ analizi ta’ regressjoni. Huwa possibbli li
tigi uzata regressjoni medja lineari wara li ssir trasformazzjoni linearizzanti tad-dejta ta’ rispons — perezempju
funita probit jew logit jew Weibull (16), izda proceduri non-lineari ta’ regressjoni huma ppreferuti ghax jittrat-
taw ahjar l-irregolaritajiet inevitabbli ta’ dejta u d-devjazzjonijiet minn distribuzzjonijiet lixxi. Qrib l-inibizzjoni
zero jew inibizzjoni totali, dawn l-irregolaritajiet jistghu jigu mkabbra bit-trasformazzjoni, u dan ifixkel l-analizi
(16). Ghandu jigi nnutat li I-metodi standard ta’ analizi li juzaw trasformazzjonijiet probit, logit jew Weibull huma
mahsuba ghal uzu fuq dejta ta’ natura quantal (ez. mortalitd jew sopravivenza), u ghandhom jigu mmodifikati
biex jaghmlu tajjeb ghal dejta tar-rata ta’ tkabbir jew rendiment. Proceduri specifi¢i ghad-determinazzjoni ta’ valuri
EC, minn dejta kontinwa jistghu jinstabu fi (17), (18), u (19).

Ghal kull varjabbli ta’ rispons li jigi analizzat, ghandha tintuza r-relazzjoni koncentrazzjoni-rispons biex jigu kkal-
kulati l-estimi ta’ punti ta’ valuri EC,. Fejn huwa possibbli, il-limiti ta” kunfidenza tal-95 % ghal kull stima
ghandhom jigu ddeterminati. Il-livell ta’ kemm huwa tajjeb l-adattament tad-dejta ta’ rispons ghall-mudell ta’
regressjoni ghandu jigi stmat grafikament jew statistikament. L-analizi ta’ regressjoni ghandha ssir bl-uzu ta’ ris-
ponsi ta’ repliki individwali, u mhux medji ta’ gruppi ta’ trattament.

Stimi ECs, u limiti ta’ kunfidenza jistghu wkoll jinkisbu bl-uzu ta’ interpolazzjoni lineari b'sekwenza ta’
istruzzjonijiet inizjali (20), jekk il-mudelli/metodi ta’ regressjoni accessibbli mhumiex xierqa ghad-dejta.

Ghal stima tal-LOEC u ghalhekk tal-NOEC, huwa necessarju li jigu mqabbla l-medji ta’ trattament permezz ta’
uzu ta’ analizi ta’ tekniki ta’ varjanza (ANOVA). Il-medja ta’ kull koncentrazzjoni ghandha mbaghad tigi mqabbla
mal-medja ta’ kontroll billi jintuza metodu xieraq ta’ paragun multiplu jew metodu tat-test trend. Test ta’ Dunnett
jew Williams jista’ jkun utli (21)(22)(23)(24). Huwa necessarju li tivvaluta jekk l-ipotesi ANOVA ta’ omogeneita
ta’ varjanza tregix. Din il-valutazjoni tista’ ssir grafikament jew b’test formali (25). Testijiet adegwati huma dak ta’
Levene jew Bartlett. Nuqqas li tintlahaq l-ipotesi ta’ omogeneita ta’ varjanzi tista’ xi drabi tigi kkoreguta permezz
ta’ trasformazzjoni logaritmika tad-dejta. Jekk l-eterogeneita tal-varjanza hija estrema u ma tistax tigi kkoreguta
bi trasformazzjoni, analizi b'metodi bhal testijiet ta’ trend 1 isfel Jonkheere ghandhom jigu kkunsidrati. Iktar
indikazzjoni dwar id-determinazzjoni tal-NOEC tista’ tinstab f (19).
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Zviluppi xjentifi¢i ricenti wasslu ghal rakkomandazzjoni biex jigi abbandunat il-kuncett tal-NOEC u minflok jin-
bidel bi stimi EC, ta’ punti bbazati fuq regressjoni. Valur xieraq ghal x ma giex stabbilit ghal dan il-Lemna test.
Madankollu, sensiela ta’ minn 10 sa 20 % tidher xierqa (tiddependi fuq il-varjabbli ta’ rispons maghzul), u prefe-
ribbilment 1-EC, , u I-EC,, ghandhom jigu rrapurtati t-tnejn li huma.

RAPPURTAR

RAPPORT TAT-TEST

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dawn li gejjin:

Is-sustanza tat-test:

— in-natura fizika u l-proprjetajiet fizikokimici, li jinkludu l-limitu ta’ solubilita tal-ilma;
— dejta ta’ identifikazzjoni kimika (ez. In-Numru CAS), li tinkludi l-purita.
Speci tat-test:

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

Kundizzjonijiet tat-test:

— il-procedura tat-test uzat (statiku, semi-statiku jew flow-through);

— id-dejta tal-bidu tat-test u d-dewmien tieghu;

—  il-midjum tat-test:

—  deskrizzjoni tad-dizinn sperimentali: kontenituri tat-test u ghata, volumi ta’ soluzzjoni, ghadd ta’ kolonji u
frondi kull kontenitur tat-test fil-bidu tat-test;

— koncentrazzjoniet tat-test (nominali u mkejla kif inhu xieraq) u ghadd ta’ repliki ghal kull koncentrazzjoni:

— metodi ta’ preparazzjoni ta’ materjal b’koncentrazzjoni standardizzata u soluzzjonijiet tat-test li jinkludi l-uzu
ta’ xi solventi jew dispersanti;

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

— koncentrazzjonijiet ta’ sustanzi tat-test u l-metodu ta’ analizi b'dejta xierqa ta’ ivvalutar ta’ kwalita (studji ta’
validazzjoni, devjazzjonijiet standard u l-limiti ta’ kunfidanza ta’ analizi);

— metodi ghal determinazzjoni tal-ghadd tal-frondi u varjabbli ichor ta’ kejl ez. piz niexef, piz frisk u erja ta’
frond;

—  kull devjazzjonijiet minn dan il-Metodu ta’ ttestjar.
Rizultati:

— dejta mhux elaborata: ghadd ta’ frondi u varjabbli ohra ta’ kejl fkull test u kontenitur ta’ kontroll fkull
osservazzjoni u okkazjoni ta’ analizi;

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

—  kurvi ta’ tkabbir ghal kull koncentrazzjoni (irrakkomandata ma’ varjabbli ta’ kejl logaritmikament trasformat,
ara t-tieni paragrafu fit-tagsima 2.2.1);

—  hin ta’ rduppjar/rata ta’ tkabbir fil-kontroll ibbazat fuq l-ghadd ta’ frondi;
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varjabbli ta’ rispons ikkalkulati ghal kull replika ta’ trattament, b'valuri medji u varjazzjoni ta’ koefficjent
ghar-repliki;

rapprezentazzjoni grafika tar-relazzjoni koncentrazzjoni/effett;

stimi ta’ punti ta’ tmiem tossici ghal varjabbli ta’ rispons ez. ECs,, EC, ¢, EC,q, u l-intervalli ta’ kunfidenza
assocjati. Jekk ikkalukulati, I-LOEC ufjew I-NOEC u l-metodi ta’ statistika uzati ghad-determinazzjoni
taghhom;

jekk ANOVA kienet uzata, id-dags tal-effett li jista’ jigi individwat (ez. id-differenza l-inqas sinifikanti);
kull stimulazzjoni ta’ tkabbir misjuba fkull trattament;
kull sinjal li jidher ta’ fitotossicita u kif ukoll osservazzjonijiet tas-soluzzjonijiet tat-test;

diskussjoni tar-rizultati, li tinkludi kull influwenza fuq ir-rizultat tat-test li harget minn devjazzjonijiet minn
dan il-Metodu ta’ ttestjar.
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Appendiéi 1
Deskrizzjoni ta’ Lemna spp.

[I-pjanta akkwatika li komunement tissejjah bhala haziz li jghatti l-wic¢ tal-ilma qieghed (duckweed), Lemna spp., hija parti
mill-familja Lemnaceae li ghandha ghadd ta’ spe¢i madwar id-dinja ferba’ genera. 1d-dehra u t-tassonomija differenti tagh-
hom gew deskritti b’'mod shih (1)(2). Lemna gibba u L. minor huma speci rapprezentattivi ta’ postijiet b'temperatura moderata
u huma komunement uzati ghal testijiet ta’ tossicita. [z-zewg speci ghandhom werqa biz-zokk (frond) tonda li Zzomm fil-
wicc jew taht il-wic¢ tal-ilma, u gherq irqiq hafna johrog minn nofs tal-wic¢ l-iktar baxx ta’ kull frond. Lemna spp. rari
tipproduci fjuri u I-pjanti jitnisslu billi vegetattivament jipproducu frondi godda (3). B'kuntrast ma’ pjanti ixjah, iz-zghar
ghandhom it-tendenza li jkunu iktar cari, li jkollhom gheruq igsar u jikkonsisti minn tnejn sa tliet frondi ta’ dagsijiet diffe-
renti. Id-dags zghir ta’ Lemna, l-istruttura semplici taghha, ir-riproduzzjoni u l-hin qasir ta’ generazzjoni jaghmlu pjanti ta’
dan il-generu tajbin hafna ghal ittestjar fil-laboratorju (4)(5).

Minhabba differenza probabbli bejn l-ispeci, fis-sensittivitd, paraguni ta’ sensittivita fost speci wahda biss huma validi.

EZempji ta’ speci ta’ Lemna li gew uzati ghal ittestjar: Referenza ghal Speci

Lemna aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoctialis
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 (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., “Public draft”. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de l'inhibition de la croissance de
Lemna minor. 10pp.

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

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 (USEPA). (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.

Sorsi ta’ specijiet ta’ Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fax:+1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
United States

phone 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

SWEDEN

Tel: +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)

FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germany

e-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Appendici 2
Manteniment ta’ kulturi b’kon¢entrazzjoni standardizzata

Kulturi b’koncentrazzjoni standardizzata jistghu jigu mizmuma ftemperaturi iktar baxxi (4-10 °C) ghal hinijiet itwal min-
ghajr il-bzonn li jergghu jsiru mill-gdid. II-midjum ta’ tkabbir ta’ Lemna jista’ jkun l-istess bhal dak uzat ghal ittestjar izda
midja ohra rikka fin-nutrijenti tista’ tintuza ghal kulturi b’koncentrazzjoni standardizzata.

Kull tant zmien, ghadd ta’ pjanti zghar ta’ lewn ahdar car jitpoggew fkontenituri godda ta’ kultura li filhom ikun hemm
midjum gdid b'teknika asettika. Skont il-kundizzjonijiet iktar keshin irrakkomandati hawn, sub-kultura tista’ ssir fintervalli
ta’ massimu ta’ tliet xhur.

Kontenituri tal-hgieg ta’ kultura li huma kimikament nodfa (mahsulin bl-a¢idu) u sterili ghandhom jintuzaw u tekniki asettici
ta’ maneggjar ghandhom jigu implimentati. Fkaz ta’ kontaminazzjoni ta’ kultura b’koncentrazzjoni standardizzata ez minn
alga jew faqqiegh, ghandhom jittichdu passi biex organizmi ta’ kontaminazzjoni jigu eliminati. Fil-kaz ta’ alga u hafna mill-
organizmi ta’ kontaminazzjoni ohrajn, dan jista’ jsir permezz ta’ sterilizzazzjoni. Kampjun tal-materjal ta’ pjanti kontaminat
ghandu jittiched u I-gheruq jinqatghu. Dan il-materjal jigi mbaghad imlahlah b’sahha filma nadif, u mbaghad mghaddas go
soluzzjoni 0,5 % (v/v) sodium hypochlorite ghal bejn 30 sekonda u 5 minuti. Il-materjal ta’ pjanti huwa mbaghad imlahlah
b'ilma sterili u trasferit, bhala ghadd ta’ lottijiet, fkontenituri ta’ kultura li fihom ikun hemm midjum ta’ tkabbir frisk. Hafna
frondi jmutu bhala rizultat ta’ dan it-trattament, spe¢jalment jekk jintuzaw perjodi ta’ espozizzjoni itwal, imma xi whud minn
dawk li jsalvaw ikunu generalment hielsa minn kontaminazzjoni. Dawn jistghu mbaghad jintuzaw biex jergghu jlagqmu kul-
turi godda.
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Appendiéi 3

Midja

Midja differenti ta’ tkabbir huma rrakkomandati ghal L. minor u L. gibba. Ghal L. minor, midjum ta’ Standard Svediz (SIS)
modifikat huwa rrakkomandat waqt li ghal L. gibba, midjum 20X AAP huwa rrakkomandat. Kompozizzjonijiet taz-zewg
midja huma moghtija hawn taht. Meta dawn il-midja jigu ppreparati, reagent jew sustanzi kimici ta’ grad analitiku u ilma
dejonizzat ghandhom jintuzaw.

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

—  Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata I-V huma sterilizzati b'awtoklavazzjoni (120 °C, 15 minuti) jew b'tisfija
minn membrana (b'daqs tal-pori ta’ ¢irka 0,2 m).

—  Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata VI (u VII bhala ghazla ohra) huma sterilizzati biss permezz ta’ tisfija
minn membrana; dawn ma ghandhomx jigu awtoklavati.

—  Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata sterili ghandhom jinhaznu fkundizzjonijiet friski u mudlama. Soluz-
zjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata I-V ghandhom jintremew wara sitt xhur waqt li soluzzjonijiet

b’koncentrazzjoni standardizzata VI (u VII bhala ghazla ohra) jiskadu wara xahar.

Soluzzjoni K?néerlltra;zjop i Koncentrazzjoni Midjum ippreparat
Bkoncentrazzjoni is-souzzjom fil-midjum
. Sustanza b’koncentrazzjoni .
standardizzata standardizzata 1pprepirat Element Konéentrazzjoni
Nru @ (mg I") (mg1™)

NaNO; 8,50 85 Na; N 32; 14

I
KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4;9,8

I CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; C1 9,8,17,5

A% Na,CO; 4,0 20 C 2,3
H3;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

A
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NOs), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl; - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

VI
Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

Vil MOPS (buffer) 490 490 — —

—  Sabiex tipprepara litru ta’ midjum SIS, dawn li gejjin jizdiedu ma’ 900 ml ta’ ilma dejonizzat:

— 10 ml ta’ soluzzjoni b’konc¢entrazzjoni standardizzata I

— 5 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata Il

— 5 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata III

— 5 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata IV

— 1 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata V

— 5 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata VI

— 1 ml ta’ soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata VII (jekk trid)

Nota: Soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata VII ohra (buffer MOPS) tista’ tkun necessarja ghal certi sustanzi tat-test (ara l-ahhar
paragrafu fit-tagsima 1.4).

— 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.
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Midjum ta’ tkabbir 20X AAP

Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata huma ppreparati filma sterili distillat jew dejonizzat.

Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata sterili ghandhom jinhaznu fkundizzjonijiet friski u mudlama. Fdawn
il-kundizzjonijiet is-soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata ma jiskadux qabel 6-8 gimghat.

Hames soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata ta’ nutrijent (A1, A2, A3, B and C) huma ppreparati ghal midjum 20X
— AAP, bl-uzu ta’ sustanzi kimici ta’ grad reagent. 20 ml ta’ kull soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata ta’ nutrijent
huma mizjuda ma’ ¢irka 850 ml ta’ ilma dejonizzat biex jigi prodott il-midjum ta’ tkabbir. Il-pH huwa aggustat ghal 7,5 £ 0,1
b'0,1 jew 1 mol HCl jew NaOH, u l-volum aggustat ghal litru b'ilma dejonizzat. [l-midjum jigi mbaghad imsaffi minn filtru
ta’ membrana ta’ (¢irka) 0,2 pm ghal go kontenitur sterili.

[I-midjum ta’ tkabbir mahsub ghal ittestjar ghandu jkun ippreparat minn jum sa 2 gabel l-uzu sabiex il-pH jilhaq jogghod.
[I-pH ta’ midjum ta’ tkabbir ghandu dejjem jigi kkontrollat gabel l-uzu u aggustat mill-gdid, jekk necessarju, biz-zieda ta’ 0,1
jew 1 M NaOH jew HCl kif deskritt hawn fugq.

Soluzzjoni kon-

Koncentrazzjoni
fis-soluzzjoni

Koncentrazzjoni

Midjum ippreparat

: Sustanza bkoncentrazzjoni | fil-midjum ippre- _ __
Centrata Nru standardizzata parat (mg 1"") () Element Koncentrazzjoni
€ (mg1™) ()
NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Al MgCl,-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
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA2H,0 | 0,30 6,0 — —
b Zn(l, 3,3 mg ™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™
Co(Cl,-6H,0 1,4 mgl™! 29 pgl™ Co 7,1 pgl™
Na,M00,2H,0 | 7,3 mgl™ 145 pgl™ Mo 58 pgl™
CuCl,2H,0 0,012 mg!™ 0,24 pg™! Cu 0,080 pg™!
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Sakemm mhux indikat

Nota: 1l-koncentrazzjoni finali ta’ bikarbonat teoretikament tajba (li tevita aggustament ta’ pH notevoli) hija ta’ 15 mg/l, mhux ta’
300 mg/l. Madankollu, l-uzu storiku ta’ midjum 20X-AAP, inkluz ir-ring test ghal dan il-metodu, huwa bbazat fuq 300 mg/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 (skont IFISO 20079)

Koncentrazzjonijiet u soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata

—  Il-midjum Steinberg modifikat huwa uzat fI-ISO 20079 ghal Lemna minor wahedha (ghaliex Lemna minor biss hija per-
messa f'dan l-istandard) izda testijiet urew li rizultati tajbin jistghu jinkisbu b'Lemna gibba wkoll.

—  Meta dan il-midjum jigi ppreparat, ghandhom jintuzaw sustanzi kimici reagent jew sustanzi kimici ta’ grad analitiku u

ilma dejonizzat.

— Ipprepara l-midjum ta’ nutrijent minn soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata jew il-midjum b’koncentrazzjoni
standardizzata ghal 10 darbiet li jippermetti koncentrazzjoni massima tal-midjum minghajr precipitazzjoni.
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Tabella 1

Midjum STEINBERG b’pH stabilizzata (modifikat skont Altenburger)

Sustanza Midjum ta’ nutrijenti

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

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 Disodium-dihydrate 372,24 1 500,00 4,03

Tabella 2

Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata (Makroelementi)

1. Makroelementi (b’konc¢entrazzjoni standardizzata

50 darba)

g/l

Soluzzjoni b’konéentrazzjoni standardizzata 1:

KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Soluzzjoni b'’konéentrazzjoni standardizzata 2:

MgSO, - 7H,0 5,00
Soluzzjoni b'’konéentrazzjoni standardizzata 3:

Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabella 3

Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata (Mikroelementi)

2. Mikroelementi (b’kon¢entrazzjoni standardizzata

1000 darba) mg/l
Soluzzjoni b'’konéentrazzjoni standardizzata 4:
H,BO, 120,0
Soluzzjoni b'’konéentrazzjoni standardizzata 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Soluzzjoni b'’konéentrazzjoni standardizzata 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
Soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA Disodium-dihydrate 1 500,00
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Soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata 2 u 3 u separatament 4 u 7 jistghu jingabru flimkien (b’kunsiderazzjoni
ghal-koncentrazzjonijiet rikjesti).

Biex ittawwal id-data ta’ skadenza, ittratta is-soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata fawtoklavi ftemperatura
ta’ 121 °C ghal 20 min jew inkella ghamel tisfija sterili (0,2 pm). Ghal soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata 8,
tisfija sterili (0,2 pm) hija rrakkomandata hafna.

Preparazzjoni tal-koncentrazzjoni finali ta’ midjum STEINBERG (modifikat)

Zid 20 ml ta’ soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata 1, 2 u 3 (ara tabella 2) ma’ ¢irka 900 ml ta’ ilma dejonizzat
sabiex tevita li ssehh precipitazzjoni.

7id 1,0 ml ta’ soluzzjonijiet b’konc¢entrazzjoni standardizzata 4, 5, 6, 7 u 8 (ara tabella 3).
II-pH irid ikun 5,5 + 0,2 (aggusta billi zzid volum minimizzat ta’ soluzzjoni NaOH jew HCl)
Aggusta bl-ilma ghal 1 000 ml.

Jekk is-soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata huma sterilizzati u ilma tajjeb huwa uzat ma hemm bzonn l-ebda
sterilizzazzjoni ohra. Jekk sterilizzazzjoni ssir bil-midjum finali, is-soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata 8
ghandha tizdied wara awtoklavazzjoni (ftemperatura ta’ 121 °C ghal 20 min).

Preparazzjoni ta’ midjum STEIBERG (modifikat) 10 darbiet b’koncentrazzjoni standardizzata ghal hazna
intermedja

Zid 20 ml ta’ soluzzjonijiet b’konéentrazzjoni standardizzata nri 1, 2 u 3 (ara t-tabella 2) ma’ ¢irka 30 ml ta’ ilma sabiex
tevita li ssehh precipitazzjoni.

Zid 1,0 ml tas-soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata nri 4, 5, 6, 7 u 8 (ara t-tabella 3). Aggusta bl-ilma ghal
100 ml.

Jekk is-soluzzjonijiet b’koncentrazzjoni standardizzata huma sterilizzati u ilma tajjeb huwa uzat ma hemm bzonn l-ebda
sterilizzazzjoni ohra. Jekk sterilizzazzjoni ssir bil-midjum finali, is-soluzzjoni b’koncentrazzjoni standardizzata nru 8
ghandha tizdied wara l-awtoklavazzjoni (ftemperatura ta’ 121 °C ghal 20 min).

[I-pH tal-midjum (koncentrazzjoni finali) ghandha tkun 5,5 £ 0,2.







PREZZ TAL-ABBONAMENT 2009 (minghajr VAT, inkluzi I-ispejjez tal-posta b’kunsinna normali)

II-Gurnal Uffi¢jali tal-UE, serje L+C, edizzjoni stampata biss

22 lingwa uffiéjali tal-UE

1 000 EUR fis-sena (*)

I-Gurnal Ufficjali tal-UE, serje L+C, edizzjoni stampata biss

22 lingwa ufficjali tal-UE

100 EUR fix-xahar (*)

II-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje L+C, stampati + CD-ROM annwali

22 lingwa uffi¢jali tal-UE

1200 EUR fis-sena

II-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje L, edizzjoni stampata biss

22 lingwa ufficjali tal-UE

700 EUR fis-sena

I-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje L, edizzjoni stampata biss

22 lingwa uffi¢jali tal-UE

70 EUR fix-xahar

I-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje C, edizzjoni stampata biss

22 lingwa uffi¢jali tal-UE

400 EUR fis-sena

II-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje C, edizzjoni stampata biss

22 lingwa uffi¢jali tal-UE

40 EUR fix-xahar

II-Gurnal Ufficjali tal-UE, serje L+C, CD-ROM fix-xahar (kumulattiva)

22 lingwa ufficjali tal-UE

500 EUR fis-sena

Suppliment tal-Gurnal Ufficjali (serje S), Swieq Pubbli¢i u Appalti, | multilingwi: 360 EUR fis-sena
CD-ROM, zewg edizzjonijiet fil-gimgha 23 lingwa ufficjali tal-UE (= 30 EUR fix-xahar)
II-Gurnal Uffigjali tal-UE, serje C — Kompetizzjonijiet Skont il-lingwa/i 50 EUR fis-sena

tal-Kompetizzjoni

6 EUR
12 EUR
Prezz fiss ghal kull kaz

(*) N-prezz kull kopja: bi 32 pagna:
minn 33 sa 64 pagna:

aktar minn 64 pagna:

L-abbonament fll-Gurnal Uffiéjali tal-Unjoni Ewropea, li johrog fil-lingwi uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea, hu disponibbli
22 verzjoni lingwistika. Inkluzi fih hemm is-serje L (Legizlazzjoni) u C (Komunikazzjoni u Informazzjoni).

Kull verzjoni lingwistika jehtigilha abbonament separat.

B’konformita mar-Regolament tal-Kunsill (KE) Nru 920/2005, ippubblikat fil-Gurnal Ufficjali L 156 tat-18
ta’ Gunju 2005, li jistipula li l-istituzzjonijiet tal-Unjoni Ewropea mhumiex temporanjament obbligati li jiktbu l-atti
kollha bl-Irlandiz u li jippubblikawhom b'din il-lingwa, il-Gurnali Uffi¢jali ppubblikati bl-Irlandiz jinbieghu apparti.

L-abbonament tas-Suppliment tal-Gurnal Ufficjali (Serje S - Appalti u Swieq Pubbli¢i) jigbor fih it-total tat-23
verzjoni lingwistika ufficjali fCD-ROM wahdieni multilingwi.

Fuq rikjesta, I-abbonament fll-Gurnal Ufficjali tal-Unjoni Ewropea jaghti d-dritt li l-abbonat jir¢ievi diversi annessi
tal-Gurnal Ufficjali. L-abbonati jigu mgharrfa dwar il-hrug tal-annessi permezz ta’ “Awviz lill-qarre]” inserit
fll-Gurnal Ufficjali tal-Unjoni Ewropea.

Bejgh u Abbonamenti
lI-pubblikazzjonijiet bil-flus editjati mill-Uffic¢ju tal-Pubblikazzjonijiet huma disponibbli mill-ufficini tal-bejgh taghna.

lI-lista tal-ufficini tal-bejgh hi disponibbli fuq I-internet fl-indirizz li gej:

hitp://publications.europa.eu/others/agents/index_mt.htm

EUR-Lex (httpi//eur-lex.europa.eu) joffri aééess dirett u bla hlas ghal-ligjiet tal-Unjoni Ewropea. Dan
is-sit jippermetti li jkun ikkonsultat N-Gurnal Uffiéjali tal-Unjoni Ewropea u jinkludi wkoll it-Trattati,
il-legizlazzjoni, il-gurisprudenza u l-atti preparatorji tal-legizlazzjoni.

Biex tkun taf aktar dwar I-Unjoni Ewropea, ikkonsulta: http://europa.eu
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