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GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA

REGOLAMENTI

REGOLAMENTO (UE) N. 260/2014 DELLA COMMISSIONE
del 24 gennaio 2014

recante modifica del regolamento (CE) n. 440/2008 che istituisce dei metodi di prova ai sensi del

regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente Ia

registrazione, la valutazione, 'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), al
fine di adeguarlo al progresso tecnico

(Testo rilevante ai fini del SEE)

LA COMMISSIONE EUROPEA,

visto il trattato sul funzionamento dell'Unione europea,

visto il regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo
e del Consiglio, del 18 dicembre 2006, concernente la registra-
zione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle so-
stanze chimiche (REACH), che istituisce un’Agenzia europea per
le sostanze chimiche, che modifica la direttiva 1999/45/CE e
che abroga il regolamento (CEE) n.793/93 del Consiglio e il
regolamento (CE) n.1488/94 della Commissione, nonché la
direttiva 76/769/CEE del Consiglio e le direttive della Commis-
sione 91/155/CEE, 93/67|CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE (), in
particolare l'articolo 13, paragrafo 3,

considerando quanto segue:

(1) 1 regolamento (CE) n.440/2008 (3 della Commissione
istituisce i metodi di prova per determinare le proprieta
fisico-chimiche, la tossicita e 'ecotossicita delle sostanze
applicabili ai fini del regolamento (CE) n. 1907/2006.

(2)  E necessario aggiornare il regolamento (CE) n. 440/2008
per includervi in via prioritaria nuovi e aggiornati metodi
di prova alternativi adottati di recente dall'lOCSE, volti a
ridurre il numero di animali usati a scopi di sperimenta-
zione, conformemente alla direttiva 2010/63/UE del Par-
lamento europeo e del Consiglio, del 22 settembre 2010,

() GU L 396 del 30.12.2006, pag. 1.
() GU L 142 del 31.5.2008, pag. 1.

G
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sulla protezione degli animali utilizzati a fini scientifici (?)
e alla direttiva 86/609/CEE del Consiglio, del 24 novem-
bre 1986, concernente il ravvicinamento delle disposi-
zioni legislative, regolamentari e amministrative degli
Stati membri relative alla protezione degli animali utiliz-
zati a fini sperimentali o ad altri fini scientifici (*).

Questo adeguamento contiene due metodi per la deter-
minazione delle proprieta fisico-chimiche, ivi compreso
un adeguamento del metodo dellidrosolubilita e un
nuovo metodo di prova sui coefficienti di ripartizione
per le sostanze persistenti, bioaccumulabili e tossiche
(PBT), quattro metodi nuovi ed un metodo aggiornato
per la determinazione dell'ecotossicita e del destino e
del comportamento ambientale; nove metodi per la de-
terminazione della tossicita ed altri effetti sulla salute, tra
cui quattro metodi di prova sulla tossicita per inalazione
che comprendono l'aggiornamento di tre metodi esistenti
e un metodo nuovo per ridurre il numero di animali
utilizzati e migliorare la valutazione degli effetti, un ag-
giornamento del metodo di prova per la tossicita orale a
dose ripetuta (28 giorni) al fine di includere dei parametri
per la valutazione dellattivita endocrina, un aggiorna-
mento del metodo di prova di tossicocinetica utile per
limpostazione ¢ la comprensione della logica degli studi
tossicologici e un aggiornamento dei metodi sulla tossi-
cita cronica e la cancerogenesi e dei metodi combinati
tossicita cronica/cancerogenesi.

E pertanto opportuno modificare di conseguenza il rego-
lamento (CE) n. 440/2008.

Le misure di cui al presente regolamento sono conformi
al parere del comitato istituito dall'articolo 133 del rego-
lamento (CE) n. 1907/2006,

L 276 del 20.10.2010, pag. 33.
L 358 del 18.12.1986, pag. 1.
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HA ADOTTATO IL PRESENTE REGOLAMENTO:

Atticolo 1
L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ modificato conformemente all'allegato del presente regola-
mento.

Atticolo 2

Il presente regolamento entra in vigore il terzo giorno successivo alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale
dell’'Unione europea.

Il presente regolamento ¢ obbligatorio in tutti i suoi elementi e direttamente applicabile in
ciascuno degli Stati membri.

Fatto a Bruxelles, il 24 gennaio 2014

Per la Commissione

1l presidente
José Manuel BARROSO




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

ALLEGATO

L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ cosi modificato:
1) il capitolo A.6 ¢ sostituito dal seguente:
«A.6. IDROSOLUBILITA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova equivale alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 105 (1995)
Questo metodo di prova ¢ una versione riveduta della linea guida originale n. 105 adottata nel 1981. Non vi
sono differenze significative tra l'attuale versione e quella del 1981, in quanto ¢ stato modificato soprattutto il
formato. La revisione si basa sul metodo di prova dell'UE “Idrosolubilita” (1).

CONSIDERAZIONI INIZIALI

2. Lidrosolubilita di una sostanza pud essere considerevolmente alterata dalla presenza di impurita. Il presente
metodo di prova riguarda la determinazione dell'idrosolubilita di sostanze fondamentalmente pure che sono
stabili in acqua e non volatili. Prima di determinare lidrosolubilita ¢ utile disporre di alcune informazioni
preliminari sulla sostanza in esame, come la formula strutturale, la tensione di vapore, la costante di dissocia-
zione e lidrolisi in funzione del pH.

3. In questo capitolo sono descritti due metodi: il metodo dell’eluizione su colonna e il metodo del matraccio che
riguardano rispettivamente solubilita inferiori e superiori a 1072 g/l. Viene anche descritta una semplice prova
preliminare che consente di determinare approssimativamente la quantita adeguata di campione da utilizzare
nella prova finale e il tempo necessario per raggiungere la saturazione.

DEFINIZIONI E UNITA

4. Lidrosolubilita di una sostanza ¢ la concentrazione massica di saturazione della sostanza in acqua ad una
determinata temperatura.

5. Lidrosolubilita ¢ espressa in massa di soluto per volume di soluzione. L'unita SI ¢ kg/m?* (ma si pud anche far
uso di gl).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

6. Per questo metodo non & necessario utilizzare sostanze chimiche di riferimento quando si esamina una sostanza.

DESCRIZIONE DEI METODI
Condizioni sperimentali

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

Prova preliminare

8. Nell'ambito di una procedura in pit fasi successive (stepwise), in un cilindro graduato da 10 ml con tappo di
vetro vengono versati volumi crescenti di acqua a temperatura ambiente su circa 0,1 g di campione (le sostanze
in esame solide devono essere polverizzate). Dopo ciascuna aggiunta di acqua, la miscela viene agitata per 10
minuti e controllata visivamente per verificare la presenza di particelle non disciolte del campione. Se, dopo
l'aggiunta di 10 ml d’acqua, il campione, o parte di esso, resta indisciolto, I'esperimento deve essere proseguito in
un cilindro graduato da 100 ml. La solubilita approssimativa ¢ indicata nella tabella 1 in corrispondenza del
volume d’acqua necessario per ottenere la dissoluzione completa del campione. Quando la solubilita ¢ bassa, puo
occorrere pill tempo per sciogliere la sostanza in esame e si devono prevedere almeno 24 ore. Se dopo 24 ore la
sostanza in esame non ¢ ancora disciolta, occorre aspettare pitt a lungo (fino a 96 ore) o tentare un'ulteriore
diluizione per stabilire se occorre utilizzare il metodo di eluizione su colonna o il metodo del matraccio.

Tabella 1

ml di acqua per 0,1¢g 0,1 0,5 1 2 10 100 >100
di campione

solubilita approssima- | > 1 000 Da 1000 a Da 200 a | Da 100 a | Da 50 a [ Da10a <1
tiva in gfl 200 100 50 10 1
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Metodo dell’eluizione su colonna
Principio
9. Questo metodo si basa sull'eluizione della sostanza in esame con acqua in una microcolonna caricata con un

materiale di supporto inerte, precedentemente rivestito con un eccesso della sostanza stessa (2). L'idrosolubilita ¢
data dalla concentrazione massica dell'eluato quando questo ha raggiunto un plateau in funzione del tempo.

Apparecchiatura

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

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

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

Figura 1

Dimensioni in mm

Connessione per giunto di vetro smerigliato
Spazio di testa

Diametro interno 5

Diametro esterno 19

Tampone di lana di vetro

mm O N W >

Rubinetto
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Figura 2
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Equilibrio atmosferico

Flussimetro

Microcolonna

Pompa di circolazione termocontrollata

Pompa di ricircolo

m MmO N ®

Valvola a due vie per il campionamento

Figura 3

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

Collettore di frazione

Termostato

Tubo in teflon

Giunto in vetro smerigliato

O m Mo n®

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

13. Circa 600 mg del materiale di supporto sono trasferiti in un matraccio da 50 ml. Una quantita adeguata della
sostanza in esame ¢ sciolta in un solvente volatile di purezza analitica e una quantita adeguata di questa
soluzione viene aggiunta al materiale di supporto. 1l solvente ¢ completamente evaporato, utilizzando ad
esempio un evaporatore rotante, perché altrimenti non si ottiene la saturazione dell'acqua del supporto nel
corso della fase di eluizione per via della partizione in superficie. Il materiale di supporto cosi impregnato viene
lasciato a bagno per due ore in 5 ml circa di acqua, e quindi la sospensione viene versata nella microcolonna.
Altrimenti, si pud versare il materiale di supporto impregnato a secco nella microcolonna riempita di acqua
lasciando poi il tutto a riposo per due ore per raggiungere I'equilibrio.
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14. 1l caricamento del materiale di supporto puo causare problemi, dando luogo a risultati erronei, se la sostanza di
prova si deposita sotto forma di olio. Occorre valutare questi problemi e riportare i dettagli nella relazione.

Procedura con pompa di ricircolo

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

Procedura con recipiente di livellamento

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

17. Leluente pitt indicato ¢ I'acqua bidistillata, ma si puo utilizzare anche acqua deionizzata, caratterizzata da una
resistivita superiore a 10 megaohm/cm e un tenore totale di carbonio organico inferiore a 0,01 %.

18. Nellambito di entrambe le procedure, I'operazione viene ripetuta una seconda volta dimezzando la velocita di
flusso. Se i risultati delle due operazioni concordano, la prova ¢ riuscita. Se la solubilita misurata ¢ superiore con
il flusso inferiore, occorre proseguire con il dimezzamento del flusso fino a quando due serie successive non
forniscano lo stesso valore di solubilita.

19. Nellambito di entrambe le procedure, occorre esaminare le frazioni per controllare la presenza di materiale
colloidale mediante I'esame dell'effetto Tyndall. La presenza di particelle invalida la prova che deve essere ripetuta
dopo aver migliorato l'azione filtrante della colonna.

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

Metodo del matraccio
Principio

21. La sostanza in esame (polverizzata, se solida) ¢ disciolta in acqua a una temperatura leggermente superiore alla
temperatura di prova. Quando viene raggiunta la saturazione, la miscela viene raffreddata e mantenuta alla
temperatura di prova. In alternativa, la misurazione puo essere eseguita direttamente alla temperatura di prova se,
mediante un appropriato campionamento, si ¢ sicuri di avere raggiunto l'equilibrio di saturazione. Successiva-

mente, si determina mediante un metodo analitico adeguato la concentrazione massica della sostanza in esame
nella soluzione acquosa che non deve contenere particelle indisciolte (3).

Apparecchiatura

22. Occorre il materiale seguente:
— normale strumentazione e vetreria da laboratorio,
— un apparecchio per l'agitazione delle soluzioni a temperatura costante controllata,
— se necessario per le emulsioni, una centrifuga (preferibilmente termostatata), e
— apparecchiatura analitica.

Procedura

23. Sulla base della prova preliminare viene valutata la quantita di sostanza necessaria per saturare il volume di acqua
stabilito. Una quantita di sostanza pari a cinque volte la suddetta quantita viene pesata direttamente in tre
recipienti di vetro (per esempio, provette da centrifuga, matracci) provvisti di tappi di vetro. In ciascun recipiente
viene aggiunto un volume d’acqua, scelto in funzione del metodo analitico e del “range” di solubilita. I recipienti
sono chiusi ermeticamente e poi agitati a 30 °C. Si deve utilizzare un apparecchio di agitazione o di mescola-
mento che funzioni a temperatura costante, per esempio un agitatore magnetico in un bagnomaria termostatato.
Dopo un giorno, uno dei recipienti viene equilibrato per 24 ore alla temperatura di prova, con agitazione
saltuaria. 1l contenuto del recipiente viene successivamente centrifugato alla temperatura di prova, e viene
misurata, con un opportuno metodo analitico, la concentrazione della sostanza in esame nella fase acquosa
limpida. Gli altri due matracci vengono trattati in modo analogo dopo un'equilibrazione iniziale a 30 °C
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

per due e tre giorni, rispettivamente. Se le concentrazioni misurate almeno negli ultimi due recipienti non
divergono di piti del 15 %, la prova ¢ riuscita. Se invece i risultati relativi ai recipienti 1, 2 e 3 evidenziano una
tendenza verso valori crescenti, I'intera prova deve essere ripetuta utilizzando tempi di equilibrazione piti lunghi.

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

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

Determinazioni analitiche

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

DATI E RELAZIONE
Dati
Metodo dell’eluizione su colonna

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

Metodo del matraccio

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

Relazione sulla prova
Metodo dell’eluizione su colonna

La relazione deve contenere le seguenti informazioni:

— risultati della prova preliminare,

— identita chimica e impurita (tappa di purificazione preliminare, se del caso),
— concentrazioni, flussi e pH individuali di ciascun campione,

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

— temperatura dell'acqua durante il processo di saturazione,

— metodo di analisi utilizzato,

— natura del materiale di supporto,

— impregnazione del materiale di supporto,

— solvente utilizzato,

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

— tutte le informazioni attinenti all'interpretazione dei risultati, in particolare per quanto riguarda le impurita e
lo stato fisico della sostanza in esame.

Metodo del matraccio

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

— identita chimica e impurita (tappa di purificazione preliminare, se del caso),
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— singole determinazioni analitiche e rispettivo valore medio nel caso sia stato determinato piu di un valore per
ciascun matraccio,

— pH di ciascun campione,

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

— temperatura di prova,

— metodo analitico,

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

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

BIBLIOGRAFIA

(1) Direttiva 92/69/CEE della Commissione, del 31 luglio 1992, recante diciassettesimo adeguamento al progresso
tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative,
regolamentari ed amministrative relative alla classificazione, allimballaggio e all'etichettatura delle sostanze pe-
ricolose (GU L 383 del 29.12.1992, pag. 113).

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (settembre 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (settembre 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility — Flaskmethod>,

2) ¢ aggiunto il capitolo A.23:

«A.23. COEFFICIENTE DI RIPARTIZIONE (1-OTTANOLO/ACQUA): METODO DELL’AGITAZIONE
LENTA

INTRODUZIONE

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

2. Tra gli altri metodi per la determinazione del coefficiente di ripartizione 1-ottanolo/acqua (Pgy) si annoverano il
metodo “dell'agitazione in bottiglia” (shake flask) (2) e la determinazione del Pny dal comportamento di
ritenzione nellHPCL (cromatografia liquida ad alta prestazione) a fase inversa (3). Il metodo “dell'agitazione in
bottiglia” tende a falsare i risultati a causa del trasferimento di microgoccioline di ottanolo nella fase acquosa.
Con l'aumento dei valori del Py, la presenza di queste goccioline nella fase acquosa porta ad una crescente
sovrastimazione della concentrazione della sostanza in esame nell'acqua. Lapplicazione di questo metodo ¢
pertanto limitata alle sostanze con log Py < 4. Il secondo metodo si basa su valori affidabili di Py, determinati
direttamente per calibrare la relazione tra il comportamento di ritenzione nellHPLC e i valori Pqy, misurati.
Esisteva un progetto di linea guida OCSE per determinare i coefficienti di ripartizione 1l-ottanolofacqua di
sostanze ionizzabili (4) che tuttavia & stato abbandonato.

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

CONSIDERAZIONI INIZIALI
Significato e utilizzo

4. Nel caso di sostanze organiche inerti, sono state individuate relazioni molto significative tra i coefficienti di
ripartizione 1-ottanolofacqua (Pqy) e il bioaccumulo di queste sostanze nei pesci. Inoltre, € stata anche dimo-
strata una correlazione tra il Poy e, da un lato, la tossicita per i pesci e, dall'altro, I'assorbimento di sostanze
chimiche nei solidi, come suoli e sedimenti Il riferimento bibliografico (6) contiene un'ampia panoramica di
queste relazioni.
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5. E stata accertata l'esistenza di una vasta gamma di relazioni tra il coefficiente di ripartizione 1-ottanolofacqua e
altre proprieta delle sostanze, di interesse per la chimica e la tossicologia ambientali. Il coefficiente di ripartizione
1-ottanolofacqua ¢ pertanto diventato un parametro fondamentale ai fini della valutazione del rischio ambientale
delle sostanze chimiche e della previsione del destino di tali sostanze nellambiente.

Ambito di applicazione

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

DEFINIZIONI E UNITA

7. 1l coefficiente di ripartizione di una sostanza tra I'acqua e un solvente lipofilo (1-ottanolo) caratterizza la
distribuzione in equilibrio della sostanza chimica tra le due fasi. 1l coefficiente di ripartizione 1-ottanolofacqua
(Pow) ¢ definito come il rapporto tra la concentrazione in equilibrio della sostanza in esame in 1-ottanolo
saturato con acqua (Cp) e la concentrazione in equilibrio della sostanza in esame in acqua saturata con 1-
ottanolo (Cyy).

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

PRINCIPIO DEL METODO

8. Al fine di determinare il coefficiente di ripartizione, I'acqua, I'l1-ottanolo e la sostanza in esame devono essere
portati in equilibrio tra loro a temperatura costante. Si procede successivamente a misurare le concentrazioni
della sostanza in esame nelle due fasi.

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

APPLICABILITA DELLA PROVA

10. Dato che la presenza di sostanze diverse dalla sostanza in esame potrebbe influenzare il coefficiente di attivita di
quest'ultima, essa deve essere testata allo stato puro. Ai fini della determinazione del coefficiente di ripartizione
1-ottanolofacqua occorre utilizzare una sostanza che presenti il grado di purezza piti elevato disponibile in
commercio.

11. 1l presente metodo si applica alle sostanze pure che non si dissociano né si associano e che non manifestano
urrattivita interfacciale significativa. Pud essere utilizzato per determinare il coefficiente di ripartizione 1-otta-
nolofacqua di tali sostanze e delle relative miscele. In quest'ultimo caso, i coefficienti di ripartizione ottenuti
variano in funzione della composizione chimica della miscela in esame e della composizione elettrolitica della
fase acquosa. Adottando alcune misure supplementari, il metodo puo essere applicato anche a sostanze che si
dissociano o si associano (paragrafo 12).

12. A motivo della molteplicita di equilibri dellacqua e dell'l-ottanolo presenti nella ripartizione 1-ottanolofacqua
delle sostanze dissociabili, come acidi organici e fenoli, basi organiche e composti organometallici, il coefficiente
di ripartizione 1-ottanolojacqua ¢ una costante fortemente dipendente dalla composizione elettrolitica (7) (8). Ai
fini della determinazione di questo coefficiente, ¢ necessario controllare il pH e la composizione elettrolitica, i cui
valori devono essere riportati nella relazione sulla prova. La valutazione di questi coefficienti di ripartizione deve
essere effettuata da specialisti (“giudizio esperto”). Utilizzando i valori delle costanti di dissociazione, occorre
scegliere valori di pH adeguati in modo da stabilire un coefficiente di ripartizione per ciascuno stato di
ionizzazione. 1 composti organometallici devono essere testati usando tamponi non complessanti (8). Alla
luce delle conoscenze attuali in materia di chimica in fase acquosa (costanti di complessazione e di dissocia-
zione), le condizioni sperimentali devono essere scelte in modo da poter stimare la speciazione della sostanza in
esame in fase acquosa. La forza ionica deve essere identica in tutti gli esperimenti, grazie allutilizzo di un
elettrolita di fondo.

13. Le sostanze con bassa idrosolubilita o un elevato valore Pyy, possono creare problemi in quanto le loro
concentrazioni in acqua sono talmente deboli che diventa difficile determinarle con esattezza. Il presente metodo
di prova fornisce indicazioni su come risolvere questo problema.
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14.

15.

16.

17.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

1l livello di purezza dei reagenti chimici deve corrispondere almeno al grado analitico. Si raccomanda di
utilizzare sostanze non marcate, di composizione chimica nota e di purezza pari almeno al 99 % o sostanze
radiomarcate di composizione chimica e purezza radiochimica note. Nel caso di traccianti radioattivi a breve
emivita, occorre applicare correzioni a fronte della degradazione. Se la sostanza in esame ¢ radiomarcata, occorre
usare un metodo analitico specifico, in modo che la radioattivita misurata sia correlata direttamente alla sostanza
in esame.

La stima del valore log v pud essere ottenuta utilizzando gli appositi software venduti in commercio, o basandosi
sul rapporto tra le solubilita in entrambi i solventi.

Prima di applicare il metodo dell'agitazione lenta per la determinazione del Py, occorre disporre delle seguenti
informazioni sulla sostanza in esame:

formula strutturale;

&

=

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

Re2

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

&

idrosolubilita (10);

idrolisi abiotica (11);

<o

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

DESCRIZIONE DEL METODO
Materiale e apparecchiatura

L'esperimento richiede un’apparecchiatura standard di laboratorio, in particolare:
— agitatori magnetici e bacchette di agitazione magnetiche rivestite di Teflon per agitare la fase acquosa,

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

— un agitatore dotato di rubinetto alla base. In funzione della stima del log Py, e del limite di rivelabilita (Limit
of Detection — LOD) della sostanza in esame, occorre considerare l'utilizzo di un recipiente di reazione con la
medesima geometria ma di volume superiore ad un litro, in modo da ottenere un volume di acqua sufficiente
per lestrazione e lanalisi chimiche. La concentrazione della sostanza in esame nell'estratto acquoso sara
pertanto pitt elevata, rendendo cosi pit affidabile la determinazione analitica. Allappendice 1 figura una
tabella che riporta le stime del volume minimo necessario, il LOD del composto, la stima del valore log Pqy,
e I'drosolubilita del composto. La tabella si basa sulla relazione tra il log Poy, e il rapporto tra le solubilita in
ottanolo e in acqua, secondo Pinsuwan et al. (14):

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
dove:
SR = S,/Sy (concentrazione molare),

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

— ¢ indispensabile disporre di un dispositivo per mantenere costante la temperatura durante l'esperimento di
agitazione lenta.
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18. I recipienti devono essere in materiale inerte in modo che I'adsorbimento sulle loro superfici sia trascurabile.

Preparazione delle soluzioni di prova

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

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

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

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

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

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

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

— si misura la concentrazione della soluzione madre diluita. Se la concentrazione misurata & coerente con la
diluizione, la soluzione madre diluita puo essere utilizzata nell'esperimento ad agitazione lenta.

Estrazione e analisi di campioni

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

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

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

(") Questa informazione ¢ fornita soltanto a titolo indicativo. Possono essere utilizzati altri software equivalenti se ¢ dimostrato che
producono gli stessi risultati.
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26. 1 limiti di quantificazione (limits of quantification — LOQ) della sostanza in esame in 1-ottanolo e in acqua sono
stabiliti secondo metodi riconosciuti. Come principio di base, il limite di quantificazione di un metodo corri-
sponde alla concentrazione in acqua o in 1l-ottanolo che produce un rapporto segnale-disturbo pari a dieci.
Occorre scegliere metodi di estrazione e di preconcentrazione adeguati e precisare i recuperi analitici. Occorre
scegliere un fattore di preconcentrazione adeguato che produca un segnale dellintensita richiesta nel corso della
determinazione analitica.

27. In funzione dei parametri del metodo analitico e delle concentrazioni previste, si stabilisce il volume appros-
simativo del campione che permettera un’accurata determinazione della concentrazione della sostanza. Per
ottenere un segnale analitico sufficiente, & opportuno non utilizzare campioni di acqua troppo esigui. D'altro
canto, i campioni di acqua non devono neanche essere troppo grandi, poiché il volume di acqua restante rischia
di essere insufficiente per il numero minimo di analisi necessario (n = 5). Nellappendice 1 sono riportati i
volumi minimi dei campioni in funzione del volume del recipiente, il limite di quantificazione della sostanza in
esame e la sua solubilita.

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

29. Per le sostanze in esame il cui log Poy stimato & superiore a sei, occorre aggiungere uno standard surrogato nel
campione di acqua prima dell'estrazione per rilevare le perdite che si verificano durante l'estrazione e la
preconcentrazione dei campioni di acqua. Affinché la correzione del recupero sia accurata, gli standard surrogati
devono avere proprieta molto simili o identiche a quelle della sostanza in esame. A tale scopo, si utilizzano
preferibilmente analoghi marcati con isotopi (stabili) della sostanza di prova (perdeuterati o marcati '>C, ad
esempio). Se l'utilizzo di analoghi marcati con isotopi stabili (*C o 2H) risulta impossibile, si deve dimostrare,
basandosi su dati affidabili tratti da pubblicazioni, che le proprieta fisico-chimiche dello standard surrogato sono
molto vicine a quelle della sostanza in esame. Nel corso dell'estrazione liquido-liquido della fase acquosa possono
formarsi emulsioni, che possono essere ridotte con l'aggiunta di sale e lasciando decantare I'emulsione tutta la
notte. I metodi utilizzati per estrarre e preconcentrare i campioni devono essere riportati nella relazione sulla
prova.

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

31. La relazione sulla prova dovra contenere i dettagli del metodo analitico, e includere: il metodo di estrazione, i
fattori di preconcentrazione e di diluizione, i parametri degli strumenti, il processo di calibrazione, I'intervallo di
calibrazione, il recupero analitico della sostanza in esame dall'acqua, l'aggiunta di standard surrogati per cor-
reggere il tasso di recupero, i valori delle prove in bianco, i limiti di rivelabilita e i limiti di quantificazione.

Esecuzione della prova
Rapporti volumetrici ottimali 1-ottanolo/acqua

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

33. Per determinare i composti il cui log Poy € uguale o superiore a 4,5, il rapporto tra i volumi di ciascuna fase
abitualmente utilizzati sono da 20 a 50 ml di 1-ottanolo e da 950 a 980 ml di acqua in un recipiente da un
litro.

Condizioni sperimentali
34. Durante la prova, al recipiente di reazione ¢ applicato un termostato in modo da limitare la variazione di

temperatura a meno di 1°C. La prova deve essere effettuata a 25 °C.

35. 1l sistema sperimentale deve essere protetto dalla luce del giorno, effettuando la prova in una camera oscura o
coprendo il recipiente di reazione con un foglio di alluminio.

36. La prova deve essere effettuata in un ambiente (per quanto possibile) privo di polvere.

37. 1l sistema 1-ottanolofacqua ¢ agitato fino al raggiungimento dell'equilibrio. Il tempo necessario per raggiungere
I'equilibrio ¢ valutato in un esperimento pilota effettuando una prova ad agitazione lenta durante la quale 'acqua
e I'l-ottanolo sono sottoposti periodicamente a campionamento. I campionamenti devono avvenire ad intervalli
di almeno cinque ore.

38. La determinazione del Py, deve essere effettuata sulla base di almeno tre prove indipendenti di agitazione lenta.
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Determinazione del tempo necessario per raggiungere l'equilibrio

39. Si considera che l'equilibrio sia stato raggiunto quando la regressione del rapporto delle concentrazioni 1-
ottanolofacqua in funzione del tempo (in un arco temporale che comprende quattro punti) si traduce in una
pendenza che non si discosta in modo significativo da zero per un livello p uguale a 0,05. Occorre raggiungere
l'equilibrio almeno 24 ore prima di poter iniziare il campionamento. In linea di massima, il campionamento
delle sostanze il cui log Poyy stimato & < 5 pu essere effettuato nel corso del secondo e terzo giorno. E possibile
che il tempo necessario per giungere all'equilibrio sia piti lungo per le sostanze maggiormente idrofobiche. Nel
caso di una sostanza con log Poy = 8,23 (decaclorobifenile), sono state sufficienti 144 ore per raggiungere
lequilibrio. L'equilibrio ¢ valutato mediante una serie di campionamenti effettuati dallo stesso recipiente.

Inizio della prova

40. All'inizio della prova, riempire il recipiente di reazione con acqua saturata in 1-ottanolo; attendere quindi che il
sistema raggiunga la temperatura termostata.

41. Aggiungere con attenzione al recipiente di reazione la quantita voluta di sostanza in esame (disciolta nel volume
richiesto di 1-ottanolo saturato con acqua). Si tratta di un momento critico della prova poiché si deve evitare una
miscela turbolenta delle due fasi. A tal fine, la fase 1-ottanolo puo essere versata delicatamente con una pipetta
sulla parete del contenitore di prova, vicino alla superficie dell'acqua. In tal modo scorrera lungo la parete
formando una pellicola sopra la fase acquosa. Evitare accuratamente di decantare I'l-ottanolo direttamente nella
bottiglia; le gocce di 1-ottanolo non devono cadere direttamente nell'acqua.

42. Una volta iniziata la fase di agitazione, aumentare lentamente la velocita. Qualora non sia possibile regolare
adeguatamente i motori dell’agitatore, si consideri il ricorso ad un trasformatore. La velocita di agitazione deve
essere regolata in modo da creare un vortice nell'interfaccia acqua/l-ottanolo di profondita massima compresa
tra 0,5 e 2,5 cm. Occorre diminuire la velocita di agitazione se la profondita del vortice supera 2,5 cm; altrimenti
si possono formare microgoccioline di 1-ottanolo nella fase acquosa che determinano una sovrastimazione della
concentrazione della sostanza in esame nell'acqua. Sulla base dei risultati di una prova interlaboratorio di
convalida (5), si raccomanda di applicare una velocita massima di agitazione di 2,5 cm. Cio rappresenta un
compromesso che permette di giungere rapidamente all'equilibrio pur limitando la formazione di microgoccio-
line di 1-ottanolo.

Prelievo e trattamento dei campioni

43. Prima di effettuare i prelievi, spegnere l'agitatore e attendere che i liquidi si immobilizzino. Una volta effettuato il
campionamento, riavviare delicatamente l'agitatore, come sopra descritto, e quindi aumentare progressivamente
la velocita di agitazione.

44. 1 campioni di fase acquosa sono prelevati da un rubinetto posto alla base del recipiente di reazione. Scartare
sempre il volume morto di acqua contenuto nei rubinetti (circa 5 ml per il contenitore illustrato nell'appendice
2). L'acqua contenuta nei rubinetti non ¢ stata sottoposta ad agitazione e non ¢ pertanto in equilibrio con il resto
del liquido. Prendere nota del volume dei campioni di acqua e, al momento di determinare il bilancio di massa,
assicurarsi di tener conto della quantita di sostanza di prova presente nell'acqua eliminata. Ridurre al minimo le
perdite dovute a evaporazione facendo scorrere delicatamente l'acqua nellimbuto separatore in modo da non
perturbare lo strato acqua/l-ottanolo.

45. I campioni di 1-ottanolo sono ottenuti aspirando una piccola parte (circa 100 pl) dello strato di 1-ottanolo con
una siringa da 100 pl in vetro e metallo, evitando accuratamente di agitare interfaccia. Prendere nota del
volume di liquido prelevato. E sufficiente una piccola quota, dato che il campione di 1-ottanolo sara diluito.

46. Si devono evitare i trasferimenti inutili dei campioni. A tal fine ¢ opportuno determinare il volume dei campioni
mediante analisi gravimetrica. Nel caso di campioni di acqua, il volume & determinato mediante la raccolta del
campione in un imbuto di separazione che contiene gia il volume di solvente richiesto.

DATI E RELAZIONE

47. Nel presente metodo di prova il valore Pyy ¢ determinato effettuando tre esperimenti ad agitazione lenta (tre
unita sperimentali) con il composto in esame, in condizioni sperimentali identiche. La regressione utilizzata per
dimostrare il raggiungimento dell'equilibrio deve basarsi sui risultati di almeno quattro determinazioni Cq/Cyy
effettuate in momenti consecutivi. Cid consente di calcolare la varianza, come misura dell'incertezza del valore
medio ottenuto in ciascuna unita sperimentale.

48. 1l Py puo essere caratterizzato dalla varianza dei dati ottenuti in ciascuna unita sperimentale. Tali informazioni
sono utilizzate per calcolare il Py, come la media ponderata dei risultati di ciascuna unita sperimentale. A tal
fine, come coefficiente di ponderazione ¢ utilizzato Iinverso della varianza dei risultati delle unita sperimentali.
Di conseguenza, i dati che presentano una accentuata variazione (espressa in termini di varianza), e che sono
pertanto meno affidabili, incideranno in misura minore sul risultato finale rispetto ai dati con varianza limitata.
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49.

50.

51.

52.

53.

54.

La deviazione standard ponderata ¢ calcolata in modo analogo. Caratterizza la ripetibilita della misurazione del
Pow- Una deviazione standard ponderata con valore basso sta a indicare una ripetibilita elevata della determi-
nazione del Poy in uno stesso laboratorio. L'elaborazione statistica formale dei dati & riassunta come illustrato
qui di seguito.

Trattamento dei risultati

Dimostrazione del conseguimento dell'equilibrio

11 logaritmo della relazione delle concentrazioni della sostanza in esame in 1-ottanolo e in acqua (log C/Cyy) €
calcolato per ciascun tempo di prelievo. Il raggiungimento dell'equilibrio chimico si dimostra tracciando una
curva di questa relazione in funzione del tempo. Una fase di plateau in questo tracciato, in corrispondenza di
almeno quattro punti consecutivi sull'asse del tempo, indica che I'equilibrio ¢ stato raggiunto e che il composto ¢
completamente disciolto in 1-ottanolo. In caso contrario, si deve proseguire la prova fino ad ottenere, per
quattro punti consecutivi sull'asse del tempo, una pendenza non significativamente diversa da zero per un livello
p uguale a 0,05, che dimostra che il log Co/Cy; ¢ indipendente dal tempo.

Calcolo del log Poy

11 valore del log Py, dell'unita sperimentale corrisponde alla media ponderata del logaritmo Cq/Cy, per la parte
della curva del logaritmo Cq/Cyy, in funzione del tempo per la quale ¢ stato dimostrato che l'equilibrio ¢ stato
raggiunto. Questa media ¢ calcolata ponderando i dati con l'inverso della varianza, in modo che l'influenza dei
dati sul risultato finale sia inversamente proporzionale alla loro incertezza.

Media del log Poy,

II valore medio del log Pqy di varie unita sperimentali corrisponde alla media dei risultati di ciascuna unita
sperimentale ponderati con le loro rispettive varianze.

1l calcolo ¢ effettuato secondo la formula seguente:
log Pow,ay = (Ew; % log Pow,) x (Ewy)!
dove:
log Poy; = valore log Poy di ciascuna unita sperimentale i
log Poyw.ay = valore medio ponderato di ciascuna determinazione di log Poy:
Wi = ponderazione statistica attribuita al valore log Pqy, dell'unita sperimentale i.
Linverso della varianza del log Pqy; ¢ utilizzata come w; [w; = (varlog Pow; )]

La stima dell'errore della media del log Py, corrisponde alla ripetibilita del log C/Cyy determinato durante la
fase di equilibrio in ciascuna unita sperimentale. E espressa come la deviazione ponderata standard del Pgyy oy
(01g Pow,ay) €he a sua volta misura I'errore associato al log Poy 4,- La deviazione ponderata puo essere calcolata a
partire dalla varianza ponderata (varjy, pow,ay) nel modo seguente:

Valjgg powav = (SWi X (10g Pow; — 10g Pow,a)’) X (Sw; x (m — 1)

— 0,5
Glog Pow,Av — (Var]og P()W,Av)

“n”

dove “n” rappresenta il numero di unita sperimentali.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve riportare le informazioni seguenti:
Sostanza in esame:

— nome comune, nome chimico, numero CAS, formula strutturale (eventualmente, con indicazione della
posizione in caso di sostanze radiomarcate) e proprieta fisico-chimiche pertinenti (cfr. paragrafo 17),

— purezza (impurita) della sostanza in esame,
— purezza radiochimica delle sostanze marcate e attivita molare (se del caso),

— stima preliminare del log Pqy e metodo utilizzato per calcolare questo valore.
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Condizioni sperimentali:

— date di realizzazione degli studi,

— temperatura nel corso dell'esperimento,

— volumi di 1-ottanolo e di acqua all'inizio della prova,

— volumi dei campioni di 1-ottanolo e di acqua prelevati,

— volumi di 1-ottanolo e di acqua che restano nei recipienti di prova,

— descrizione dei recipienti di prova e delle condizioni di agitazione (la geometria della barra di agitazione e del
recipiente di prova, altezza del vortice in mm, e quando disponibile:

— metodi analitici utilizzati per determinare la sostanza in esame e loro limite di quantificazione,

— tempi di campionamento,

— pH della fase acquosa e tamponi utilizzati quando si regola il pH in presenza di molecole ionizzabili,
— numero di ripetizioni.

Risultati:

— ripetibilita e sensibilita dei metodi analitici usati,

— concentrazioni della sostanza di prova determinate in 1-ottanolo e in acqua in funzione del tempo,
— dimostrazione del bilancio di massa,

— temperatura e deviazione standard della temperatura o intervallo delle temperature, durante la prova,
— regressione del rapporto delle concentrazioni in funzione del tempo,

— valore medio del log P, 4, € suo errore standard,

— analisi e interpretazione dei risultati,

— esempi di dati grezzi di analisi rappresentative (tutti i dati grezzi devono essere conservati conformemente
alle buone pratiche di laboratorio), in particolare il tasso di recupero dei surrogati, il numero di livelli
utilizzato nella calibrazione (oltre ai criteri per il coefficiente di correlazione della curva di taratura) e risultati

del GQJCQ,

— se ¢ disponibile: relazione di validazione del protocollo sperimentale (da citare nei riferimenti bibliografici).
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Appendice 1

Tabelle di calcolo dei volumi minimi di acqua richiesti per l'individuazione delle sostanze in esame con valori
log Poyw diversi in fase acquosa

Ipotesi:
— Volume massimo di ciascuna aliquota = 10 % del volume totale; 5 aliquote = 50 % del volume totale

— Concentrazione delle sostanze in esame = 0,7 x solubilitd in ciascuna fase. Se le concentrazioni sono inferiori, si
dovranno utilizzare volumi maggiori

— Volume utilizzato per la determinazione del limite di rivelabilita (LOD) = 100 ml

— 1l rapporto del log Py in funzione di log Sy e del log Poy in funzione di SR (solubilita relativa, S./S,) sono
rappresentazioni ragionevoli dei rapporti per le sostanze in esame

Stima di S,

log Py equazione log Sy S, (mgl)
4 (90,922 x log P, + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (90,922 x log P, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (90,922 x log P, + 4,184 -0,426 3,750E-01
5,5 (90,922 x log P, + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (90,922 x log P, + 4,184 ~1,348 4,487E-02
6,5 (90,922 x log P, + 4,184 ~1,809 1,552E-02
7 (90,922 x log P, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (90,922 x log P, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (90,922 x log P, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Stima di S,

log P, equazione Soc (mgfl)
4 log P,,, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
45 log P, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P,,, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log P, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6.5 log P, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log Py = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7.5 log Py = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P,,, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05

Massa totale della sostanza in
esame Mass,,/Mass
(mg)

Massy,o Concyyo Mass Conc,y
(mg) (mgfl) (mg) (mgfl)

'water

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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Massa totale della sostanza in Mass Conc Mass Conc
esame Mass, ., /Mass,yier H20 H20 oct oct
(mg) (mg) (mg/) (mg) (mgfl)
1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 526316 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9 486 5263158 0,0018 0,0019 9 486 189 713

Calcolo dei volumi

Volume minimo richiesto per la fase H,O a ciascuna concentrazione del limite di rivelabilita (LOD)

log Koy LOD (microgrammifl)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Volume usato per 0,1
LOD ()
Legenda
Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equilibrazione da 1 litro.
Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equilibrazione da 2 litri.
Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equilibrazione da 5 litri.
Rappresenta < 10 % del volume totale della fase acquosa, recipiente di equilibrazione da 10 litri.
Supera del 10 % anche il recipiente di equilibrazione da 10 litri.
Tabella riassuntiva dei volumi necessari, in funzione della solubilita dell'acqua e del Log Pqy
Volume minimo richiesto per la fase H,0 ad ogni concentrazione LOD (ml)
log Py, S, (mg/) (microg]}grgmi/l)ﬁ 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log P, S, (mg]) (microéﬁ%i/l)—» 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2 539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1 545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 2 318,66 23 186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4637,31 46 373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 198,18 1981,77 19 817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 3963,55 39 635,47 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1355,07 | 13 550,71 135507,09 [ 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 271 014,18 2710 141,77
Volume usato per la determi- 0,1
nazione del LOD ()
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Appendice 2

Esempio di recipiente di prova con rivestimento esterno in vetro per il metodo dell'agitazione lenta al fine di
determinare il Pgy

3) il capitolo B.2 ¢ sostituito dal seguente:

«B.2. TOSSICITA ACUTA PER INALAZIONE

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova equivale alla linea guida del’OCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 403 (2009)
(1). La prima linea guida sulla tossicita acuta per inalazione n. 403 ¢ stata adottata nel 1981. Questo metodo di
prova rivisto B.2 (equivalente alla linea guida n. 403 rivista) & stato concepito per offrire una maggior flessibilita,
ridurre l'utilizzo di animali e rispondere alle prescrizioni normative. Questo metodo di prova prevede due tipi di
studi: un protocollo tradizionale di determinazione della LCs e un protocollo “concentrazione x tempo” (C x t).
Le caratteristiche principali di questo metodo di prova sono la capacita di ottenere un rapporto concentrazione/
risposta che va da “letale” a “non letale” al fine del calcolo della mediana della concentrazione letale (CLs), della
soglia di concentrazione non letale (come la CLy,;) e della pendenza, nonché la capacita di determinare un’even-
tuale sensibilita legata al sesso. Il protocollo C x t deve essere utilizzato quando sussiste una particolare esigenza
scientifica o normativa che preveda una prova su animali per varie durate di esposizione, ad esempio per la
pianificazione territoriale o la pianificazione della risposta di emergenza [per ottenere, ad esempio, i livelli guida
di esposizione acuta (Acute Exposure Guideline Levels — AEGL), le raccomandazioni per la pianificazione delle
misure di emergenza (Emergency Response Planning Guidelines — ERPG), o i livelli soglia di esposizione acuta
(Acute Exposure Threshold Levels — AETL)].

2. Nel documento d'orientamento sulla prove di tossicita acuta per inalazione (documento d'orientamento n. 39)
(2) sono riportate indicazioni sulla realizzazione e I'interpretazione degli studi legati a questo metodo di prova.

3. Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova sono specificate alla fine del capitolo e nel
documento di orientamento n. 39 (2).

4. Questo metodo di prova consente di caratterizzare le sostanze in esame, di sottoporle ad una valutazione
quantitativa dei rischi e di classificarle a norma del regolamento (CE) n.1272/2008 (3). II documento di
orientamento n. 39 (2) fornisce indicazioni per la scelta del metodo di prova adeguato per le prove di tossicita
acuta. Quando sono necessarie solo informazioni sulla classificazione e letichettatura, si raccomanda di far
riferimento al capitolo B.52 del presente allegato (4) [cfr. documento d’orientamento n. 39 (2)]. Questo metodo
di prova B.2 non ¢ specificamente destinato a testare materiali speciali come le sostanze isometriche o fibrose
poco solubili o i nanomateriali di sintesi.
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

5. Prima di decidere di avvalersi di questo metodo di prova, il laboratorio che esegue la prova deve esaminare tutte
le informazioni disponibili sulla sostanza chimica in esame, ivi compresi gli studi esistenti [ad esempio capitolo
B.52 del presente allegato (4)] i cui risultati renderebbero inutili prove aggiuntive, al fine di ricorrere il meno
possibile agli animali. Tra le informazioni utili per la scelta della specie, del ceppo, del sesso, della modalita di
esposizione e delle concentrazioni piti adeguati, rientrano Iidentita, la struttura chimica e le proprieta fisico-
chimiche della sostanza in esame; i risultati di eventuali altre prove di tossicita in vitro o in vivo; gli impieghi
previsti e il potenziale in termini di esposizione umana; dati (Q)SAR e dati tossicologici disponibili su sostanze
chimiche di struttura affine [cfr. documento d’orientamento n. 39 (2)].

6. Occorre evitare il piti possibile di testare sostanze chimiche corrosive o gravemente irritanti a concentrazioni che
possono provocare dolore e sofferenza intensi. Per stabilire se sia possibile evitare prove aggiuntive, occorre
valutare il potenziale di corrosionefirritazione secondo i criteri degli specialisti in funzione degli elementi
seguenti: dati sperimentali sulluomo e l'animale (provenienti, ad esempio, da prove a dosi ripetute realizzate
a concentrazioni non corrosive né irritanti), dati in vitro disponibili [ad esempio dai capitoli B.40 (5), B.40 bis (6)
del presente allegato o dalla linea guida dellOCSE n. 435 (7)], valori del pH, informazioni concernenti sostanze
analoghe o qualsiasi altro dato pertinente. Per specifiche esigenze normative (ad esempio per la pianificazione di
emergenza), questo metodo di prova puo essere utilizzato per esporre animali a sostanze di questo tipo in
quanto consente al responsabile dello studio o al ricercatore principale di scegliere le concentrazioni. Tuttavia le
concentrazioni auspicate non devono avere effetti corrosivifirritanti gravi, pur essendo sufficienti a prolungare la
curva concentrazione-risposta fino a livelli corrispondenti allobiettivo scientifico e normativo della prova.
Occorre sempre giustificare le concentrazioni scelte [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)].

PRINCIPIO DELLA PROVA

7. Questo metodo di prova rivisto B.2 ¢ stato concepito per ottenere informazioni sufficienti sulla tossicita acuta di
una sostanza chimica al fine di consentirne la classificazione e fornire dati sulla letalita (CL5,, CLy; e inclina-
zione) per uno o entrambi i sessi. Questi dati sono necessari per le valutazioni quantitative dei rischi. Il metodo
in questione prevede due procedure diverse. La prima & un protocollo tradizionale in cui gruppi di animali sono
esposti ad una concentrazione limite (prova limite) o a una serie di concentrazioni secondo una procedura
articolata in fasi successive per una durata prestabilita, di solito pari a 4 ore. Se necessario per motivi regola-
mentari, la durata dell'esposizione puo essere diversa. La seconda procedura ¢ un protocollo (‘C x t) in cui
gruppi di animali sono esposti ad una concentrazione (concentrazione limite) o a una serie di concentrazioni
diverse per durate diverse.

8. Al fini dellinterpretazione dei risultati della prova, gli animali moribondi o che manifestano segni evidenti di
dolore o di sofferenza grave e persistente devono essere sottoposti a eutanasia e considerati alla stregua degli
animali morti naturalmente nel corso della prova. I criteri da applicare per decidere in merito all'eutanasia degli
animali moribondi o in stato di grave sofferenza sono oggetto di uno documento d'orientamento specifico, che
contiene anche indicazioni su come riconoscere i segni di morte prevedibile o imminente (8).

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

9. Si devono utilizzare animali adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. La
specie generalmente utilizzata ¢ il ratto e occorre motivare l'eventuale scelta di una specie diversa.

Preparazione degli animali

10. Le femmine devono essere nullipare e non gravide. 1l giorno dell'esposizione, gli animali selezionati devono
essere giovani adulti di etd compresa tra 8 e 12 settimane il cui peso corporeo non deve superare, per ciascun
sesso, + 20 % del peso medio degli animali di ciascun sesso della stessa eta precedentemente esposti. Gli animali
sono scelti a caso e marcati per l'identificazione individuale. Affinché si adattino alle condizioni di laboratorio,
devono essere lasciati nelle gabbie per almeno 5 giorni prima dell'inizio della prova e, poco prima della prova,
vanno anche acclimatati alle apparecchiature di prova per attenuare la tensione causata dal nuovo ambiente.

Condizioni di allevamento degli animali

11. La temperatura dello stabulario deve essere di 22 + 3 °C. L'umidita relativa va idealmente mantenuta tra 30 e
70 %, anche se cid potrebbe non essere possibile quando si utilizza I'acqua come veicolo. Prima e dopo
I'esposizione, gli animali sono generalmente tenuti in gabbia, suddivisi per sesso e concentrazione, ma il numero
di animali per gabbia non deve interferire con un'agevole osservazione di ogni singolo animale e deve ridurre al
minimo le perdite dovute a cannibalismo e combattimenti. Se I'esposizione avviene unicamente per via nasale,
potrebbe essere necessario abituarli ai dispositivi di contenzione, che non devono provocare agli animali eccessivi
stress fisici, termici o dinamici. La contenzione puo incidere sugli effetti misurati (endpoint) fisiologici, come la
temperatura corporea (ipertermia) ef/o il volume respiratorio al minuto. Se si dispone di dati generici che
dimostrano che nessuna di queste alterazioni avviene a un livello apprezzabile, il periodo di adattamento ai
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dispositivi di contenzione non ¢ necessario. Gli animali esposti “a corpo intero” ad un aerosol devono essere
stabulati separatamente per la durata dell'esposizione per evitare che filtrino I'aerosol attraverso il pelo degli altri
animali presenti nella gabbia. Salvo nei periodi di esposizione, gli animali possono essere nutriti in base a diete
convenzionali e certificate da laboratorio, accompagnate da acqua a volonta. Lilluminazione deve essere artifi-
ciale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita.

Camere di inalazione

12. La scelta della camera di inalazione dipende dalla natura della sostanza chimica in esame e dalla finalita della
prova. Il metodo preferito di esposizione & quello per via nasale (con cui s'intende l'esposizione unicamente della
testa, del naso o del muso). Di norma si predilige I'esposizione “a naso solo” per gli studi di aerosol liquidi o
solidi e per i vapori che si possono condensare sotto forma di aerosol. L'esposizione “a corpo intero” puo essere
pitt indicata per conseguire obiettivi di studio particolari, ma tale scelta deve essere giustificata nella relazione
sullo studio. Per garantire la stabilita atmosferica di una camera di esposizione “a corpo intero”, il volume
complessivo degli animali sottoposti alla prova non deve superare il 5 % del volume della camera. Il documento
di orientamento n. 39 (2) descrive i principi delle tecniche di esposizione “a corpo intero” e per sola via nasale,
nonché i relativi vantaggi e svantaggi.

CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Somministrazione delle concentrazioni

13. Le esposizioni “a naso solo” possono durare fino a 6 ore per i ratti. Nel caso dei topi, questa forma di
esposizione deve durare al massimo 4 ore. Qualora siano necessari esposizioni di pit lunga durata, occorre
spiegarne il motivo [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)]. Gli animali esposti agli aerosol in camere “a
corpo intero” devono essere sistemati individualmente per evitare l'ingestione della sostanza in esame nel corso
della pulizia degli altri animali presenti nella stessa gabbia. Durante il periodo di esposizione I'alimentazione va
sospesa. Nel corso dell'esposizione “a corpo intero” si pud continuare a somministrare acqua.

14. Gli animali sono esposti alla sostanza in esame sotto forma di gas, vapore, aerosol o una loro miscela. Lo stato
fisico da testare dipende dalle proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, dalla concentrazione prescelta
efo dalla forma fisica nella quale ¢ piti probabile che si presenti nel corso della sua manipolazione e del suo
utilizzo. Le sostanze igroscopiche e reattive dal punto di vista chimico devono essere saggiate in atmosfera secca.
Occorre prestare attenzione al fine di evitare concentrazioni esplosive.

Distribuzione granulometrica

15. La granulometria deve essere effettuata per tutti gli aerosol e i vapori che potrebbero condensarsi e formare
aerosol. Per consentire I'esposizione di tutte le zone pertinenti delle vie respiratorie, si raccomanda di utilizzare
degli aerosol con diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) compreso tra 1 e 4 um con una deviazione
standard geometrica (6,) compresa tra 1,5 e 3,0 (2) (9) (10). Occorre fare quanto possibile per rispettare queste
condizioni, ma qualora non ci si riuscisse & necessario il parere di uno specialista. Ad esempio, le particelle dei
fumi metallici possono essere piti piccole del limite inferiore sopraindicato, e le particelle caricate, le fibre e i
materiali igroscopici (le cui dimensioni aumentano nell'ambiente umido delle vie respiratorie) possono oltrepas-
sare il limite superiore.

Preparazione della sostanza in esame in un veicolo

16. Per ottenere la concentrazione e la granulometria adeguate della sostanza in esame nellatmosfera si puo
utilizzare un veicolo. Di norma ¢ preferibile utilizzare 'acqua. Le particelle possono essere sottoposte a processi
meccanici per ottenere la distribuzione granulometrica voluta, tuttavia occorre prestare attenzione a non de-
comporre o alterare la sostanza in esame. Qualora si ritenga che i processi meccanici abbiano alterato la
composizione della sostanza in esame (temperatura estrema dovuta alla frizione da eccessiva macinazione),
occorrera verificare mediante analisi la composizione della sostanza in esame. Occorre prestare particolare
attenzione a non contaminare la sostanza in esame. Non ¢ necessario testare le materie granulari non friabili,
appositamente concepite per essere non inalabili. Per dimostrare che la manipolazione del materiale granulare
non produce particelle respirabili, effettuare una prova di logorio per attrito. Se la prova di logorio produce
sostanze respirabili, occorre effettuare una prova di tossicita per inalazione.

Animali di controllo

17. Non ¢ necessario un gruppo di controllo negativo (aria) in parallelo. Se per produrre I'atmosfera di prova si
utilizza un veicolo diverso dallacqua, & necessario allestire un gruppo di controllo del veicolo solo se non si
dispone di dati storici sulla tossicita. Se in uno studio di tossicita della sostanza in esame in un mezzo non si
rileva tossicita, cio significa che il mezzo non ¢ tossico alla concentrazione in questione; pertanto non occorre
un gruppo di controllo del veicolo.

MONITORAGGIO DELLE CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE

Flusso d’aria nella camera di esposizione

18. Durante ogni esposizione ¢ necessario regolare attentamente, monitorare in continuo e registrare almeno una
volta l'ora il flusso d’aria nella camera. Il monitoraggio della concentrazione (o stabilita) dellatmosfera di prova
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costituisce una misurazione permanente di tutti i parametri dinamici e un modo indiretto di controllare quelli
che regolano la produzione dell'atmosfera di prova. Nelle camere d’esposizione “a naso solo”, si fara il possibile,
per evitare la reinalazione qualora il flusso d’aria attraverso il sistema di esposizione non sia in grado di garantire
una circolazione dinamica dell'atmosfera di prova. Esistono metodi specifici cui si pud ricorrere per dimostrare
che non si verificano reinalazioni nelle condizioni sperimentali prescelte (2) (11). La concentrazione di ossigeno
deve essere pari ad almeno il 19 % e la concentrazione di biossido di carbonio non deve superare I'l %. Qualora
si ritenga di non poter rispettare questi standard, ¢ necessario misurarle.

Temperatura e umidita relativa della camera

19. La temperatura della camera deve essere mantenuta a 22 °C + 3 °C. L'umidita relativa nella zona in cui respira
I'animale, sia per le esposizioni “a naso solo” che per quelle “a corpo intero”, ¢ monitorata e registrata almeno tre
volte (per le prove che durano fino a 4 ore) e tutte le ore per le durate pitt brevi. L'umidita relativa deve
idealmente essere mantenuta tra 30 e 70 % ma pud accadere che questi valori non siano raggiungibili (ad
esempio, quando si testano miscele acquose) o che I'umidita non possa essere misurata per via delle interferenze
della sostanza in esame con il metodo di prova.

Sostanza chimica in esame: Concentrazione nominale

20. Laddove possibile, si deve calcolare e registrare la concentrazione nominale nella camera di esposizione. La
concentrazione nominale ¢ data dalla divisione della massa generata dalla sostanza in esame per il volume totale
di aria circolata nella camera. La concentrazione nominale non serve a caratterizzare I'esposizione degli animali,
ma un confronto tra la concentrazione nominale e la concentrazione reale da un'indicazione dellefficienza di
produzione del sistema di prova e puo essere utile per individuare eventuali problemi a questo livello.

Sostanza chimica in esame: Concentrazione reale

21. La concentrazione reale & la concentrazione della sostanza in esame nella zona della camera di inalazione in cui
gli animali respirano. Le concentrazioni reali possono essere determinate con metodi specifici (ad esempio
campionamento diretto, metodi di adsorbimento o di reazione chimica, e successiva caratterizzazione analitica)
o con metodi non specifici come l'analisi gravimetrica mediante filtrazione. 1l ricorso all'analisi gravimetrica &
accettabile solo per gli aerosol di polveri che contengono un unico componente o per gli aerosol di liquidi poco
volatili e deve fondarsi su opportune caratterizzazioni, specifiche per la sostanza in esame, effettuate prima dello
studio. E possibile ricorrere allanalisi gravimetrica per determinare la concentrazione di un aerosol che contiene
varie componenti in polvere, ma occorrono dati analitici che dimostrino che la composizione del materiale in
sospensione nell'aria ¢ analoga a quella del materiale di partenza. In assenza di questi dati, pud essere necessario
rianalizzare periodicamente la sostanza in esame (idealmente sotto forma di aerosol) durante lo studio. Per gli
agenti aerosolizzati che possono evaporare o sublimarsi, occorre dimostrare che tutte le fasi sono state raccolte
con il metodo prescelto. Le concentrazioni bersaglio nominali e reali devono essere riportate nella relazione, ma
nell'analisi statistica per il calcolo dei valori delle concentrazioni letali sono utilizzate solo le concentrazioni reali.

22. Si deve utilizzare, se possibile, un unico lotto della sostanza in esame e il campione allo studio va conservato in
condizioni che ne mantengano la purezza, 'omogeneita e la stabilita. Prima di iniziare lo studio, occorre
caratterizzare la sostanza in esame, valutandone anche la purezza e, se tecnicamente fattibile, I'identita e le
quantita di contaminanti e di impurita individuati. A tal fine occorre conoscere quanto meno i dati seguenti:
tempo di ritenzione e relativa area di picco, peso molecolare risultante dalla spettroscopia di massa o dalla
gascromatografia, o altre stime. Il laboratorio che effettua la prova non ¢ responsabile dell'identita del campione
in esame, tuttavia per precauzione ¢ opportuno che confermi almeno in parte la caratterizzazione del cliente
(colore, natura fisica ecc.).

23. L'atmosfera di esposizione ¢ mantenuta il piti costante possibile e monitorata in continuo e/o in modo inter-
mittente secondo il metodo di analisi. Quando si procede ad un campionamento intermittente, in uno studio di
quattro ore si devono raccogliere campioni dellatmosfera della camera almeno due volte. Se cid non ¢ possibile,
per via di limitazioni inerenti al flusso d’aria o delle basse concentrazioni, ¢ possibile prelevare un solo campione
nell'intero periodo di esposizione. Se si osservano evidenti fluttuazioni da un campione all’altro, per le concen-
trazioni successive si devono prelevare quattro campioni per esposizione. Gli scarti di concentrazione in ogni
camera e la concentrazione media non devono superare + 10 % per i gas e i vapori o * 20 % per gli aerosol
liquidi o solidi. Occorre calcolare e prender nota del tempo necessario per raggiungere l'equilibrio nella camera di
esposizione (to5) La durata di un’esposizione coincide con il tempo di produzione della sostanza in esame, ivi
compreso il tempo necessario per ottenere il tos. Il documento di orientamento n. 39 (2) contiene indicazioni
per la stima di tos.

24. Per le miscele molto complesse costituite da gas o vapori e da aerosol (atmosfere di combustione o sostanze di
prova propulse da prodotti/dispositivi specializzati, ad esempio), ogni fase puo comportarsi diversamente nella
camera di inalazione. Per ciascuna fase (gas/vapore e acrosol) occorre pertanto scegliere una sostanza indicatrice
(analita). Quando la sostanza in esame & una miscela, la concentrazione analitica dovra essere indicata per la
preparazione e non solo per la sostanza attiva o il componente (analita). Informazioni aggiuntive sulle concen-
trazioni reali sono reperibili nel documento d’orientamento n. 39 (2).
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Sostanza chimica in esame: Distribuzione granulometrica

25. La distribuzione granulometrica degli aerosol deve essere determinata almeno due volte nel corso di ciascuna
esposizione di 4 ore, utilizzando un impattore a cascata o un altro strumento, come uno spettrometro APS
(Aerodynamic Particle Sizer). Se i risultati ottenuti con I'impattore a cascata e con un altro strumento risultano
equivalenti, quest'ultimo pud essere utilizzato nel corso dellintero studio. Per confermare l'efficienza di estra-
zione dello strumento principale, occorre utilizzare parallelamente un secondo strumento, come un filtro
gravimetrico o un impinger/gorgogliatore. La concentrazione massica ottenuta dall’analisi granulometrica deve
avvicinarsi, con scarti ragionevoli, a quella ottenuta mediante l'analisi su filtro [cfr. documento di orientamento
n. 39 (2)]. Se questa equivalenza viene stabilita nella fase iniziale dello studio, non ¢ necessario effettuare ulteriori
misurazioni di conferma. Per il benessere degli animali occorre ridurre il pili possibile i dati incerti che
potrebbero comportare la necessita di ripetere un'esposizione. E necessario effettuare un’analisi granulometrica
nel caso di vapori che possono condensarsi e formare aerosol o se, in un’atmosfera di vapore, si rilevano
particelle che si presume possano formare fasi miste (cfr. paragrafo 15).

PROCEDURA

26. Qui di seguito sono descritti due tipi di studio: il protocollo tradizionale e il protocollo C x t. Entrambi i
protocolli possono comprendere uno studio di osservazione, uno studio principale efo una prova limite (pro-
tocollo tradizionale) o una prova a concentrazione limite (C x t). Se uno dei due sessi € notoriamente pil
sensibile, il responsabile dello studio puo scegliere di effettuare queste prove solo con animali di questo sesso. Se
per l'esposizione “a naso solo” s'impiegano specie di roditori diverse dai ratti, ¢ possibile adeguare la durata
massima d’esposizione per ridurre al minimo lo stress tollerato dalla specie in causa. Prima di iniziare lo studio, ¢
opportuno esaminare tutti i dati disponibili al fine di ridurre al minimo l'utilizzo di animali. Ad esempio, i dati
ottenuti sulla base del capitolo B.52 del presente allegato (4) possono rendere superfluo lo studio di osservazione
e dimostrare anche se uno dei due sessi € pitt sensibile [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)].

PROTOCOLLO TRADIZIONALE:
Osservazioni generali: Protocollo tradizionale

27. In uno studio tradizionale, gruppi di animali sono esposti a una sostanza di prova per un periodo stabilito di
tempo (generalmente 4 ore) in una camera di esposizione “a naso solo” o “a corpo intero”. Gli animali sono
esposti ad una concentrazione limite (prova limite) o ad almeno tre concentrazioni in fasi successive (studio
principale). Lo studio principale puod essere preceduto da uno studio di osservazione, a meno che non si
disponga gia di alcune informazioni sulla sostanza in esame, tratte da uno studio B.52 precedente [cfr. docu-
mento di orientamento n. 39 (2)].

Studio di osservazione: Protocollo tradizionale

28. Uno studio di osservazione consente di stimare l'attivita della sostanza in esame, di individuare le differenze tra i
sessi in termini di sensibilita alla sostanza, e di scegliere piti agevolmente i livelli di concentrazione per lo studio
principale o la prova limite. Al momento della scelta dei livelli di concentrazione per lo studio di osservazione, ¢
opportuno utilizzare tutte le informazioni disponibili, ivi compresi i dati (Q)SAR e i dati relativi a sostanze
chimiche analoghe. Per ogni concentrazione, ¢ opportuno esporre al massimo tre maschi e tre femmine (puo
essere necessario utilizzare tre animali per sesso per stabilire una differenza di sensibilita tra i sessi). Uno studio
di osservazione puo essere effettuato con un’unica concentrazione, ma se necessario si possono testare pill
concentrazioni. Questo studio non deve vertere su un numero di animali e di concentrazioni analogo a quello
utilizzato per uno studio principale. Invece di effettuare uno studio di osservazione, ¢ possibile utilizzare i
risultati di uno studio B.52 (4) precedente [cfr. documento di orientamento n. 39(2)].

Prova limite: Protocollo tradizionale

29. Un prova limite viene effettuata quando si sa per certo o si prevede che la sostanza di prova sara praticamente
non tossica, ossia determinera una reazione di tossicita solo al di sopra della concentrazione limite regolamen-
tare. In una prova limite, un solo gruppo di tre maschi e tre femmine ¢ esposto alla sostanza in esame ad una
concentrazione limite. Le informazioni sulla tossicita della sostanza in esame possono essere ricavate da cono-
scenze relative a sostanze simili testate, tenendo conto dell'identita e della percentuale dei componenti dei quali ¢
nota la rilevanza tossicologica. Nel caso in cui le informazioni sulla tossicita della sostanza siano scarse o nulle, o
in cui ci si attenda che la sostanza in esame sia tossica, occorre eseguire la prova principale.

30. La scelta delle concentrazioni limite dipende in genere dagli obblighi normativi. Quando si utilizza il regola-
mento (CE) n.1272/2008, le concentrazioni limite per i gas, i vapori e gli aerosol sono rispettivamente di
20 000 ppm, 20 mg(l e 5 mg/l (o, altrimenti, la concentrazione massima raggiungibile) (3). Puo risultare tecni-
camente difficile raggiungere le concentrazioni limite di alcune sostanze, in particolare se si tratta di vapori e
aerosol. Per le prove con aerosol, I'obiettivo principale ¢ giungere ad una dimensione delle particelle che sia
respirabile (ossia DAMM da 1 a 4 pm), il che ¢ possibile con la maggior parte delle sostanze testate ad una
concentrazione di 2 mg/l. [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)]. Il regolamento (CE) n. 1272/2008 sconsi-
glia di effettuare delle prove a concentrazioni superiori alla concentrazione limite per ragioni di benessere degli
animali. Le prove con concentrazioni limite devono essere prese in considerazione solo quando ¢ molto
probabile che i loro risultati rivestano un interesse diretto per la protezione della salute umana (3) e, in tal
caso, occorre spiegarlo nella relazione. Nel caso di sostanze potenzialmente esplosive si devono adottare
precauzioni per evitare condizioni che favoriscano un’esplosione. Per evitare il ricorso inutile ad animali, occorre
effettuare una prova senza animali prima della prova limite, per accertarsi che sia possibile ottenere le condizioni
di prova nella camera.
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31. Se alla concentrazione limite si registrano mortalita o stati di agonia, i risultati della prova limite possono
fungere da studio di osservazione per ulteriori prove a concentrazioni diverse (cfr. studio principale). Se le
proprieta fisiche o chimiche di una sostanza in esame impediscono di raggiungere una concentrazione limite,
occorrera testare la massima concentrazione raggiungibile. Se la letalita a questa concentrazione ¢ inferiore al
50 %, non occorre proseguire la prova. Qualora non sia stato possibile raggiungere la concentrazione massima,
occorre fornire, nella relazione di studio, una spiegazione e dati giustificativi. Se la concentrazione massima
raggiungibile per un vapore non comporta tossicitd, pud essere necessario produrre la sostanza in esame sotto
forma di aerosol liquido.

Studio principale: Protocollo tradizionale

32. In uno studio principale di norma si utilizzano cinque maschi e cinque femmine (o cinque animali del sesso piu
sensibile, se noto) per livello di concentrazione, con almeno tre livelli diversi di concentrazione. Per effettuare
un’adeguata analisi statistica, occorre prevedere un numero sufficiente di livelli di concentrazione. L'intervallo di
tempo tra I'esposizione dei vari gruppi ¢ determinato dalla comparsa, dalla durata e dalla gravita dei segni di
tossicita rilevati. L'esposizione al livello di concentrazione superiore deve essere ritardata fino a quando non si
abbia la ragionevole certezza che gli animali gia sottoposti alla prova siano sopravvissuti. Il responsabile dello
studio puo in tal caso adeguare la concentrazione “bersaglio” per il gruppo successivo. Per gli studi sulla tossicita
per inalazione, che richiedono tecnologie sofisticate, non sara sempre possibile procedere in questo modo; in tal
caso l'esposizione degli animali alla concentrazione superiore si dovra basare sull'esperienza acquisita e sui pareri
di esperti. Per le prove riguardanti le miscele, ¢ opportuno fare riferimento al documento di orientamento
n. 39 (2).

PROTOCOLLO “CONCENTRAZIONE x TEMPO” (C x T)
Osservazioni generali: Protocollo C x t

33. Uno studio sequenziale “concentrazione x tempo” (C x t) puo costituire un’alternativa al protocollo tradizionale
quando si tratta di valutare la tossicita per inalazione (12) (13) (14). Nellambito di questo approccio gli animali
sono esposti alla sostanza in esame a vari livelli di concentrazione e per durate di esposizioni variabili. Tutte le
prove sono effettuate in camere di esposizione “a naso solo”, in quanto le camere “a corpo intero” non sono
adatte a questo protocollo. Il diagramma di flusso allappendice 1 illustra questo protocollo. Un'analisi di
simulazione ha evidenziato che il protocollo tradizionale e il protocollo C x t erano entrambi in grado di
fornire valori affidabili della CL5, ma che il protocollo C x t consentiva generalmente di ottenere valori pitt
affidabili per la CLy; e la CLyq (15).

34. Un'analisi di simulazione ha evidenziato che generalmente ¢ opportuno utilizzare due animali per intervallo di C
x t (un animale di ciascun sesso o due animali del sesso pitt sensibile) per testare 4 concentrazioni e 5 durate di
esposizione nel corso di uno studio principale. Il responsabile dello studio, in determinate circostanze, pud
decidere di utilizzare due ratti per sesso per intervallo di C x t (15). L'utilizzo di 2 animali per sesso, per punto
di concentrazione e di tempo pud contribuire a ridurre gli errori sistematici e la variabilita delle stime, aumentare
il tasso di precisione delle stime e migliorare la copertura dellintervallo di confidenza. Tuttavia in caso di
correlazione insufficiente dei dati (quando si utilizza un animale di ciascun sesso o due animali del sesso pit
sensibile), puo bastare anche una quinta concentrazione di esposizione. Per ulteriori informazioni sul numero di
animali e le concentrazioni da utilizzare per uno studio C x t, cfr. il documento di orientamento n. 39 (2).

Studio di osservazione: Protocollo C x t

35. Uno studio di osservazione consente di stimare lattivita della sostanza in esame, e di scegliere pit1 agevolmente i
livelli di concentrazione per l'esposizione nello studio principale. Uno studio di osservazione con al massimo tre
animali per sesso e per concentrazione puo essere utile per scegliere un'adeguata concentrazione di partenza per
lo studio principale e ridurre il numero di animali utilizzati, [per maggiori informazioni cfr. l'appendice III del
documento di orientamento n. 39 (2)]. Per stabilire la differenza di sensibilita tra i sessi possono essere necessari
tre animali per sesso. Questi animali devono essere oggetto di una sola esposizione, in genere di 240 minuti. La
possibilita di generare atmosfere di prova adeguate deve essere valutata nel corso di prove tecniche preliminari
senza animali. Di norma non occorre effettuare uno studio di osservazione se i dati sulla mortalita sono gia
disponibili [tratti da uno studio B.52 (4)]. Nel selezionare la concentrazione iniziale auspicata in uno studio B.2,
il responsabile dello studio tiene conto dei profili di mortalita osservati in un qualsiasi studio B.52 (4) dispo-
nibile, per entrambi i sessi e per tutte le concentrazioni testate [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)].

Concentrazione iniziale: Protocollo C x t

36. La concentrazione iniziale (sessione di esposizione 1) (appendice 1) € una concentrazione limite o una concen-
trazione scelta dal responsabile dello studio in base allo studio di osservazione. Dei gruppi formati da un animale
di ciascun sesso sono esposti a questa concentrazione per periodi di durata variabile (15, 30, 60, 120 o 240
minuti) per un totale di 10 animali per quella che viene denominata “sessione di esposizione I” (appendice 1).

37. La scelta delle concentrazioni limite dipende in genere dagli obblighi normativi. Quando si utilizza il regola-
mento (CE) n. 1272/2008, le concentrazioni limite per i gas, i vapori e gli aerosol sono rispettivamente di
20 000 ppm, 20 mg(l e 5 mg/l (o, altrimenti, la concentrazione massima raggiungibile) (3). Puo risultare tecni-
camente difficile raggiungere le concentrazioni limite di alcune sostanze, in particolare se si tratta di vapori e
aerosol. Per le prove su aerosol, I'obiettivo ¢ giungere ad una dimensione delle particelle che sia respirabile (ossia
DAMM da 1 a 4 pm) a una concentrazione limite di 2 mg/l. Cid & possibile con la maggior parte delle sostanze
chimiche in esame. Le prove con aerosol a concentrazioni superiori a 2 mg/l sono eseguite solo se si ¢ riusciti a
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generare particelle di dimensioni respirabili [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)]. Il regolamento (CE)
n.1272/2008 sconsiglia di effettuare delle prove a concentrazioni superiori alla concentrazione limite per
ragioni di benessere degli animali (3). Le prove effettuate superando il limite di concentrazione vanno prese
in considerazione solo se ¢ altamente probabile che i loro risultati rivestano un interesse diretto per la protezione
della salute umana (3) e occorre giustificare questa scelta nella relazione di studio. Nel caso di sostanze
potenzialmente esplosive si devono adottare precauzioni per evitare condizioni che favoriscano un’esplosione.
Per evitare 'uso inutile di animali, occorre effettuare una prova senza animali prima della prova alla concen-
trazione iniziale per accertarsi che ¢ possibile ottenere nella camera le condizioni sperimentali di una prova a tale
concentrazione.

38. Se alla concentrazione iniziale si verificano mortalita o agonie, i risultati a questa concentrazione possono
fungere da punto di partenza per ulteriori prove ad altre concentrazioni (cfr. studio principale). Se la concen-
trazione limite non ¢ raggiungibile per via delle proprieta fisiche o chimiche della sostanza in esame, si
effettueranno le prove in questione alla concentrazione massima raggiungibile. Se la letalita a questa concen-
trazione ¢ inferiore al 50 %, non occorre proseguire la prova. Qualora non sia stato possibile raggiungere la
concentrazione massima, occorre fornire, nella relazione di studio, una spiegazione e dati giustificativi. Se la
concentrazione massima raggiungibile per un vapore non comporta tossicita, puo essere necessario produrre la
sostanza in esame sotto forma di aerosol liquido.

Studio principale: Protocollo C x t

39. La concentrazione iniziale (sessione di esposizione I) (appendice 1) testata nello studio principale ¢ una concen-
trazione limite o una concentrazione scelta dal responsabile dello studio in base allo studio di osservazione. Se
nel corso o successivamente alla sessione di esposizione I si riscontrano casi di mortalita, I'esposizione minima
(C x t) che ha provocato la mortalita funge da parametro per stabilire la concentrazione e i periodi di
esposizione per la sessione di esposizione II. Ciascuna sessione di esposizione successiva dipendera dalla sessione
precedente (cfr. appendice 1).

40. Per molte sostanze i risultati ottenuti alla concentrazione iniziale, insieme a quelli ottenuti nelle tre sessioni di
esposizione supplementari su una scala temporale piti corta (la durata dei periodi di esposizione successivi
secondo una progressione geometrica di fattore \2), sono sufficienti per stabilire il rapporto di mortalita C x
t (15), anche se puo essere utile ricorrere ad una quinta concentrazione di esposizione [cfr. appendice 1 e
documento di orientamento n. 39 (2)]. Per il trattamento matematico dei risultati per il protocollo C x T, cfr.
appendice 1.

OSSERVAZIONI

41. Durante il periodo di esposizione ¢ necessario eseguire frequenti esami clinici degli animali. Dopo l'esposizione,
'esame clinico va effettuato almeno due volte il giorno stesso dell'esposizione, o pilt spesso a seconda della
risposta degli animali al trattamento, e almeno una volta al giorno nei successivi 14 giorni. Il periodo di
osservazione non ha durata fissa, in quanto dipende dalla natura dei segni clinici, dal momento della loro
comparsa e dalla durata del periodo di recupero. Un elemento importante ¢ rappresentato dal momento della
comparsa e della scomparsa dei segni di tossicita, soprattutto se negli animali ¢ rilevabile una tendenza a
manifestare segni di tossicita tardiva. Tutte le osservazioni vanno registrate sistematicamente e riportate singo-
larmente per ciascun animale. Gli animali moribondi o che manifestano dolore intenso efo segni di sofferenza
grave e persistente devono essere sottoposti a eutanasia, per ragioni legate al loro benessere. Occorre fare
attenzione, quando si effettuano gli esami clinici alla ricerca di segni di tossicita, a non confondere un cattivo
aspetto iniziale e alterazioni respiratorie passeggere, imputabili al procedimento di esposizione, con la tossicita
delle sostanze in esame che richiederebbe un'uccisione prematura degli animali. Si devono tenere in considera-
zione i principi e i criteri riassunti nel documento di orientamento OCSE (19) citato in bibliografia al punto (7).
Nel caso di animali sottoposti a eutanasia o rinvenuti morti, il momento del decesso deve essere registrato con la
massima precisione possibile.

42. Si osserveranno eventuali alterazioni della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose, del sistema respiratorio e
circolatorio, del sistema nervoso autonomo e centrale, dell'attivita somatomotoria e del comportamento. Si
annotera, laddove possibile, 'eventuale differenziazione tra gli effetti locali e sistemici. Particolare attenzione
deve essere rivolta all'osservazione di tremori, convulsioni, salivazione, diarrea, letargia, sonno e coma. La misura
della temperatura rettale pud corroborare una bradipnea riflessa o un’ipofipertermia causate dal trattamento o dal
confinamento.

Peso corporeo

43. 1l peso di ciascun animale ¢ rilevato e annotato una volta durante il periodo di adattamento, il giorno dell'espo-
sizione, prima che questa abbia inizio (giorno 0), e almeno nei giorni 1, 3 e 7 (e successivamente una volta la
settimana), cosi come al momento del decesso o dell'eutanasia, se posteriore al giorno 1. Il peso corporeo ¢
manifestamente uno degli indici fondamentali di tossicita, pertanto gli animali che mostrano un calo =20 %
rispetto al peso anteriore allo studio devono essere monitorati attentamente. Alla fine del periodo post espo-
sizione si pesano e si sottopongono a eutanasia gli animali sopravvissuti.

Patologia

44. Tutti gli animali utilizzati (compresi quelli che muoiono nel corso della prova o che sono sottoposti a eutanasia
e ritirati dallo studio per motivi legati al loro benessere) devono essere sottoposti a autopsia macroscopica. Se
non ¢ possibile eseguire l'autopsia subito dopo il rilevamento del decesso, I'animale deve essere refrigerato (non
congelato) ad una temperatura sufficientemente bassa da ridurre al minimo l'autolisi. L'autopsia deve essere
eseguita non appena possibile, di norma entro un giorno o due dal decesso. Per ogni animale si annoteranno
tutte le alterazioni patologiche macroscopiche, prestando particolare attenzione a quelle delle vie respiratorie.
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45. E possibile effettuare altri esami previamente inclusi nel disegno sperimentale, per ampliare il valore interpre-
tativo dello studio, quali, ad esempio, la determinazione del peso polmonare nei ratti sopravvissuti efo la ricerca,
per esame microscopico, di irritazioni delle vie respiratorie. Si possono anche esaminare gli organi che mostrano
macropatologie negli animali che sopravvivono pit di 24 ore, cosi come gli organi per i quali si ha la certezza o
il sospetto che siano stati colpiti. L'esame microscopico dell'intero apparato respiratorio pud fornire informazioni
utili sulle sostanze in esame che reagiscono con l'acqua, come gli acidi e le sostanze chimiche igroscopiche.

DATI E RELAZIONE
Dati

46. Si devono indicare il peso corporeo e i risultati dell'autopsia per ciascun animale. I dati degli esami clinici devono
essere riassunti in una tabella indicante, per ogni gruppo sottoposto alla prova, il numero di animali utilizzati, il
numero di animali che hanno manifestato segni specifici di tossicita, il numero di animali rinvenuti morti
durante la prova o sottoposti a eutanasia, il momento del decesso di ciascun animale, la descrizione degli effetti
tossici con indicazioni sul decorso e sulla reversibilita, e l'esito dell'autopsia.

Relazione sulla prova

47. La relazione deve contenere le seguenti informazioni, a seconda dei casi:
Animali sperimentali e condizioni di allevamento:

— descrizione delle condizioni di stabulazione, tra cui: numero (o modifica del numero) di animali per gabbia,
materiale utilizzato per la lettiera, temperatura ambiente e umidita relativa, fotoperiodo e dieta,

— specie/ceppo utilizzati e giustificazione dellimpiego di specie diverse dal ratto,

— numero, eta e sesso degli animali,

— metodo di randomizzazione,

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua (compresi tipo/origine della dieta e origine dell'acqua),

— descrizione dell'eventuale condizionamento prima della prova, in particolare per quanto concerne dieta,
quarantena e terapie.

Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e, se del caso, proprieta fisico-chimiche (compresa I'isomerizzazione),
— dati di identificazione e numero CAS (Chemical Abstract Services), se noto.

Veicolo:

— motivazione dell'utilizzo di un veicolo e giustificazione della scelta del veicolo utilizzato (se diverso dall'ac-
qua),

— dati storici o paralleli che dimostrano che il veicolo non interferisce con i risultati dello studio.
Camera di inalazione:
— descrizione della camera di inalazione, che includa le dimensioni e il volume,

— provenienza e descrizione delle apparecchiature utilizzate per I'esposizione degli animali e per la generazione
dell'atmosfera,

— apparecchi di misurazione della temperatura, dell'umidita, della granulometria e della concentrazione reale,
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— fonte dell'aria, trattamento dell'aria immessa/estratta e sistema di climatizzazione utilizzato,
— metodi utilizzati per tarare I'apparecchiatura al fine di garantire 'omogeneita dell'atmosfera di prova,
— differenza di pressione (positiva o negativa),

— bocchette di esposizione per camera (“a naso solo”); ubicazione degli animali nel sistema (camera di espo-
sizione “a corpo intero”),

— omogeneita/stabilita nel tempo dell'atmosfera di prova,

— ubicazione dei sensori termometrici e igrometrici e dei punti di campionamento dell'atmosfera di prova nella
camera,

— velocita del flusso d'aria, velocita del flusso d’aria in ogni bocchetta di esposizione (“a naso solo”) o rapporto
tra il volume occupato dagli animali e il volume della camera (“a corpo intero”),

— informazioni sull'apparecchiatura utilizzata per misurare l'ossigeno e il diossido di carbonio, se applicabile,
— tempo necessario per raggiungere I'equilibrio nella camera (tqs),

— numero di ricambi del volume per ora,

— dosatori (se applicabile).

Dati sull'esposizione:

— giustificazione della scelta della concentrazione bersaglio dello studio principale,

— concentrazioni nominali (ottenute dividendo la massa della sostanza in esame immessa nella camera d'ina-
lazione per il volume dell'aria fatta circolare nella camera),

— concentrazioni reali ottenute nella zona in cui respirano gli animali; per le miscele in esame che producono
forme fisiche eterogenee (gas, vapori, aerosol), si pud analizzare separatamente ciascuna di esse,

— esprimere le concentrazioni atmosferiche in unita di massa (ad esempio, mg/l, mg/m? ecc), indicando
facoltativamente tra parentesi le unita di volume (ad esempio, ppm, ppb ecc.),

— distribuzione delle dimensioni delle particelle, diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) e devia-
zione standard geometrica (o), con relativi metodi di calcolo; devono essere indicate anche le singole analisi

5 g
granulometriche.

Condizioni sperimentali

— ragguagli sulla preparazione della sostanza chimica in esame, precisando le eventuali procedure impiegate per
ridurre la granulometria delle sostanze solide o per preparare soluzioni della sostanza in esame. Qualora i
processi meccanici abbiano alterato la composizione della sostanza, includere i risultati delle analisi eseguite
per verificare la composizione,

— descrizione (di preferenza corredata di uno schema) dellapparecchiatura utilizzata per generare I'atmosfera
sperimentale e per esporvi gli animali,

— ragguagli sul metodo d’analisi chimica impiegato e sulla convalida di tale metodo (specificando lefficienza di
recupero della sostanza in esame dal mezzo campionato),

— giustificazione della scelta delle concentrazioni sperimentali.
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Risultati
— tabella con la temperatura, I'umidita e il flusso d’aria nella camera,
— tabella con le concentrazioni nominali e reali nella camera,

— tabella con i dati granulometrici, ivi compresi i dati analitici sul campionamento, sulla distribuzione granu-
lometrica e i calcoli del DAMM e della o,

— tabella con i dati sulle risposte e il livello di concentrazione per ciascun animale (vale a dire animali che
manifestano segni di tossicita, mortalita compresa, natura, gravita, inizio e durata degli effetti),

— peso corporeo di ciascun animale oggetto dello studio; data e ora della morte se avviene prima dell'eutanasia
prevista, momento dellinsorgenza e evoluzione dei segni di tossicita e, se del caso, loro reversibilita,

— reperti necroscopici ed eventuali reperti istopatologici per ciascun animale,

— stime della letalita (CL5,, DLy;), con limiti di confidenza del 95 % e inclinazione (se fornita dal metodo di
valutazione),

— relazione statistica, ivi compresa la stima del fattore n (per il protocollo C x t). Occorre fornire il nome del
software statistico utilizzato.

Discussione e interpretazione dei risultati

— dare particolare importanza alla descrizione dei metodi impiegati per soddisfare i criteri del presente metodo
di prova, ad esempio per quanto concerne la concentrazione limite o la granulometria,

— esaminare la respirabilita delle particelle alla luce dei risultati complessivi, in special modo se i criteri
granulometrici non sono stati soddisfatti,

— spiegare perché ¢ stato necessario sottoporre ad eutanasia animali che manifestavano dolore intenso efo segni
di sofferenza grave e persistente, in base ai criteri illustrati nel documento di orientamento dellOCSE citato
in bibliografia al punto (8),

— se una prova in base al capitolo B.52 del presente allegato (4) ha dovuto essere interrotta in favore del
presente metodo B.2 occorre spiegare il motivo,

— nella valutazione globale dello studio, occorre tener conto della coerenza dei metodi utilizzati per determi-
nare le concentrazioni nominali e reali e del rapporto tra loro,

— occorre esaminare la causa probabile di decesso e il meccanismo d'azione prevalente (sistemico o locale).
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DEFINIZIONE

Sostanza chimica in esame: Qualsiasi sostanza o miscela testata seguendo il presente metodo di prova.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 1

Protocollo C x t

1. Uno studio sequenziale “concentrazione x tempo” (C x t) puod costituire un’alternativa al protocollo tradizionale
quando si tratta di valutare la tossicita per inalazione (12) (13) (14). Va eseguito di preferenza quando sussiste una
particolare esigenza normativa o scientifica che richiede prove su animali per varie durate di esposizione, ad esempio
per la pianificazione della risposta di emergenza o la pianificazione territoriale. Si inizia solitamente con una prova
alla concentrazione limite (sessione di esposizione 1) nel corso della quale gli animali sono esposti alla sostanza in
esame per cinque durate diverse (ad esempio 15, 30, 60, 120 e 240 minuti) in modo da ottenere varie durate di
esposizione nel corso di una stessa sessione (cfr. figura 1). Quando si utilizza il regolamento (CE) n. 1272/2008, le
concentrazioni limite per i gas, i vapori e gli acrosol sono rispettivamente di 20 000 ppm, 20 mg/l e 5 mg/l. Questi
livelli possono essere superati solo se esistono motivi di carattere normativo o scientifico per effettuare delle prove a
questi livelli di concentrazione (cfr. paragrafo 37 del capitolo B.2).

2. Qualora si abbiano poche o nessuna informazione sulla tossicita della sostanza in esame, occorre seguire uno studio
di osservazione in cui gruppi di almeno tre animali per sesso sono esposti a concentrazioni bersaglio selezionate dal
responsabile dello studio, di norma per 240 minuti.

3. Se nel corso della sessione di esposizione I ¢ saggiata una concentrazione limite e si osserva una mortalita inferiore al
50 %, non occorre effettuare prove aggiuntive. Se, per motivi regolamentari o scientifici, occorre stabilire la relazione
concentrazione/tempo(reazione per livelli pili elevati rispetto alla concentrazione limite indicata, I'esposizione suc-
cessiva ¢ effettuata, ad esempio, al doppio della concentrazione limite (2L nella figura 1).

4. Se, alla concentrazione limite, viene osservata una tossicita, sono necessarie prove aggiuntive (studio principale).
Queste esposizioni aggiuntive sono effettuate a concentrazioni inferiori (figura 1: sessioni di esposizione II, IIl o IV) o
a concentrazioni superiori per periodi pitt brevi (figura 1: sessione di esposizione IV) adeguati e meno distanziati.

5. La prova (concentrazione iniziale e concentrazioni aggiuntive) ¢ realizzata con 1 animale di ciascun sesso per punto
concentrazione/tempo o con due animali del sesso piti sensibile alla sostanza in esame per punto concentrazione/
tempo. 1l responsabile dello studio, in determinate circostanze, pu6 decidere di utilizzare 2 ratti di ciascun sesso per
punto concentrazione/tempo (o 4 animali del sesso piu sensibile per punto concentrazione/tempo) (15). L'utilizzo di
2 animali per sesso, per punto di concentrazione e di tempo generalmente riduce le distorsioni e la variabilita delle
stime, aumenta il tasso di precisione delle stime e migliora la copertura dell'intervallo di confidenza legato al presente
protocollo. Ulteriori informazioni sono riportate nel documento di orientamento n. 39 (2).

6. ldealmente ciascuna sessione di esposizione ¢ effettuata in una sola giornata. Cid consente di ritardare l'esposizione
successiva fino a quando non si abbia la ragionevole certezza che gli animali gia sottoposti alla prova siano
sopravvissuti e permette al responsabile dello studio di adattare la concentrazione e la durata per la successiva
sessione di esposizione. E consigliabile iniziare ogni sessione di esposizione con il gruppo che sara esposto pitl a
lungo, ossia il gruppo destinato ad un'esposizione di 240 minuti, seguito dal gruppo di 120 minuti e via dicendo. Se,
ad esempio, gli animali del gruppo di 240 minuti dopo 90 minuti iniziano a morire 0 mostrano segni evidenti di
tossicita (ad esempio variazioni estreme nel pattern respiratorio come la respirazione difficoltosa), non avrebbe senso
esporre un gruppo per 120 minuti perché la mortalita sarebbe probabilmente del 100 %. In tal caso il responsabile
dello studio deve optare per durate di esposizione piti brevi per la concentrazione in questione (ad esempio, 90, 65,
45, 33 e 25 minuti).

7. La concentrazione nella camera deve essere misurata spesso per determinare la concentrazione media ponderata per il
tempo per ogni durata di esposizione. Laddove possibile, nell'analisi statistica occorre utilizzare 'orario della morte di
ciascun animale (piti che la durata di esposizione).

8. Occorre esaminare i risultati delle quattro prime sessioni di esposizione per individuare gli eventuali dati mancanti
nella curva concentrazione-tempo (cfr. figura 1). Se mancano dei dati, si puo realizzare un'esposizione supplementare
(5* concentrazione). La concentrazione e le durate di esposizione di questa 5% esposizione sono scelte per colmare
questa lacuna.

9. Tutte le sessioni di esposizione (ivi compresa la prima) sono utilizzate per calcolare il rapporto concentrazione-
tempo-risposta mediante un’analisi statistica (16). Se possibile, per ciascun intervallo C x t si utilizzera la concen-
trazione media ponderata in funzione del tempo e la durata di esposizione fino alla morte (se questa si verifica nel
corso dell'esposizione).
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Figura 1

Illustrazione ipotetica di un rapporto concentrazione-tempo-mortalita nei ratti

Concentrazione (L=limite)

2L T \'C.'JA\ ‘@A ®a ®a Oa v
L Oa ®a oa
‘:“‘ —— N2
1/2 L -4 Oa Oa '®a ®a “.a‘:‘ ~ I
.. ~. U~
QLC50 «—  \—J" LC50
1/4 L o oa @i ®a Hi
i N n=1
1/8 L - OA ©OA'Qa G4 ®a v
1 L T T T L
4] 15 30 60 120 240

Tempo di esposizione (min)

Simboli vuoti = animali sopravissuti. Simboli pieni = animali morti

Triangoli = femmine; Cerchi = maschi

Linea piena = valori di CLs, (da 7,5 a 240 min.) per i maschi n = 1

Linea tratteggiata = valori di CL5, (da 7,5 a 240 min.) per le femmine n = 1

Linee punteggiate = valori della CLs ipotetica per i maschi e le femmine se n fosse stato pari a 2 (12).
Legenda

Concentrazione:

Tempo di esposizione:
10. Qui di seguito ¢ riportato un esempio della procedura per fasi:

Sessione di esposizione I — Prova alla concentrazione limite (cfr. figura 1)

— 1 animale/sesso per punto concentrazione/tempo, 10 animali in tutto ()
— Concentrazione bersaglio (") = concentrazione limite

— Esporre cinque gruppi di animali a questa concentrazione bersaglio per, rispettivamente, 15, 30, 60, 120 e 240
minuti.

Sessione di esposizione II () — Studio principale

— 1 animale[sesso per punto concentrazione/tempo, 10 animali in tutto

(%) Se non sono disponibili informazioni sulla sensibilita di ciascun sesso, si utilizzeranno ratti di entrambi i sessi, ossia 1 animale di
ciascun sesso per concentrazione. In base alle informazioni disponibili o se nel corso della sessione di esposizione risulta che uno dei
due sessi ¢ piu sensibile, per le prove successive si utilizzeranno 10 animali di questo sesso (2 animali per punto concentrazione/tempo)
a ciascun livello di concentrazione.

(") Quando si utilizza il regolamento (CE) n. 1272/2008, le concentrazioni limite per i gas, i vapori e gli aerosol sono rispettivamente di

20 000 ppm, 20 mg/l e 5 mg/l. Qualora si preveda una tossicita o se i risultati dello studio di osservazione lo consigliano, si deve

optare per concentrazioni iniziali inferiori. Per esigenze normative o scientifiche, si possono utilizzare concentrazioni piti elevate.

Idealmente, l'esposizione al livello di concentrazione superiore deve essere ritardata fino a quando non si abbia la ragionevole certezza

che gli animali gia sottoposti alla prova siano sopravvissuti. Il responsabile dello studio puo in tal caso adeguare la concentrazione

“bersaglio” per la sessione di esposizione successiva.
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— Esporre cinque gruppi di animali ad una concentrazione inferiore (¢) (1/2L) per durate di esposizione leggermente
pitt lunghe (spaziatura di V2; cfr. figura 1).

Sessione di esposizione IIl — Studio principale

— 1 animale/sesso per punto concentrazione/tempo, 10 animali in tutto

— Esporre cinque gruppi di animali ad una concentrazione inferiore (¢) (1/4L) per durate di esposizione leggermente
pitt lunghe (spaziatura di V2; cfr. figura 1).

Sessione di esposizione IV’ — Studio principale

— 1 animale[sesso per punto concentrazione/tempo; 10 animali in tutto

— Esporre cinque gruppi di animali ad una concentrazione inferiore (%) (1/8L) per durate di esposizione leggermente
pitt lunghe (spaziatura di V2; cfr. figura 1).

oppure

Sessione di esposizione IV — Studio principale

— 1 animale[sesso per punto concentrazione/tempo; 10 animali in tutto

— Esporre cinque gruppi animali ad una concentrazione superiore () (2L) per durate di esposizione leggermente pitt
brevi (spaziatura di \2; cfr. figura 1).

Trattamento matematico dei risultati per il protocollo C x t

11. Una procedura C x t costituita da 4 o 5 concentrazioni di esposizione e 5 durate di esposizione genera 20 o 25
valori, rispettivamente. Con questi valori, la relazione C x t puo essere calcolata con un’analisi statistica (16):

Equazione 1:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
in cui C = concentrazione; t = durata di esposizione, o
Equazione 2:
Risposta = f(C"t)
in cui n = by /b,.

Con l'equazione 1, il valore CL5, puo essere calcolato per un determinato periodo di tempo (ad esempio 4 ore, 1 ora,
30 minuti, o qualsiasi altro periodo compreso nell'intervallo dei periodi testati) utilizzando P = 5 (50 % di risposta).
La regola di Haber si applica solo quando n = 1. La CLy; puo essere calcolata con P = 2,67.

(9 La dose minima (concentrazione x tempo) che provoca mortalita nel corso della prova alla concentrazione iniziale (prima sessione di
esposizione) fungera da riferimento per stabilire la combinazione successiva di concentrazione e durate di esposizione. In genere la
concentrazione ¢ dimezzata (1/2L) e gli animali sono esposti per periodi meno distanziati, distribuiti in una serie geometrica di un
fattore 1,4 (V2; cfr. riferimento bibliografico 11) intorno al tempo corrispondente alla dose letale minima (tempo x concentrazione)
osservato nel corso della prima esposizione. Nella figura 1, nel corso della sessione di esposizione I la mortalita ¢ stata osservata per la
prima volta dopo 15 minuti. Le durate nel corso della sessione II sono pertanto incentrate su 30 minuti, e sono di 15, 21, 30, 42 e 60
min. Dopo le prime due esposizioni, si raccomanda vivamente di tracciare i risultati in un grafico analogo a quello della figura 1, e di
verificare se il rapporto tra concentrazione e tempo definisce un angolo di 45 gradi (n = 1) o se la curva del rapporto-concentrazione-
tempo-risposta ¢ meno ripida (n = 2, ad esempio) o pit ripida (n = 0,8 ad esempio). In quest'ultimo caso, ¢ vivamente consigliato di
adeguare le concentrazioni e le durate successive.

A volte pud essere necessario aumentare la concentrazione (2L) su una scala temporale diversa, con periodi di esposizione ancora meno
distanziati secondo una progressione geometrica di fattore 1,4 (V2) incentrata sul tempo corrispondente al livello di dose letale minimo
osservato al momento della prima esposizione. La durata minima di esposizione deve preferibilmente superare 5 minuti; la durata
massima non deve superare 8 ore.»
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4) i capitoli B.7 e B.8 sono sostituiti dal capitolo seguente:
«B.7. TOSSICITA A DOSE RIPETUTA (28 GIORNI) PER VIA ORALE NEI RODITORI

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del’OCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 407
(2008). La prima linea guida n. 407 ¢ stata adottata nel 1981. Nel 1995 ¢ stata adottata una versione rivista per
ottenere informazioni aggiuntive dagli animali utilizzati nello studio, in particolare in materia di neurotossicita e
immunotossicita.

2. Nel 1998 I'OCSE ha avviato un’attivita prioritaria relativa alla revisione delle linee guida esistenti e all'elabora-
zione di nuove linee guida per lo screening e le prove dei potenziali interferenti endocrini (8). Uno degli obiettivi
era aggiornare la linea guida dellOCSE n. 407 “Tossicita a dose ripetuta (28 giorni) per via orale nei roditori”
introducendo dei parametri adatti per I'individuazione dellattivita endocrina delle sostanze in esame. Questo
protocollo ¢ stato sottoposto a un programma internazionale mirante a valutare la pertinenza e la praticabilita
dei parametri addizionali, la prestazione di questi parametri per le sostanze chimiche con attivita (anti)estroge-
nica, (anti)androgenica e (anti)tiroidea, la loro riproducibilita intra e inter-laboratori e la loro interferenza con i
parametri richiesti dalla versione precedente della linea guida n. 407. I numerosi dati ottenuti sono stati raccolti e
valutati attentamente in una relazione esaustiva delllOCSE (9). Il presente metodo di prova B.7 (equivalente alla
linea guida n. 407) ¢ frutto dell'esperienza e dei risultati ottenuti nel corso del programma internazionale di
prova. Consente di contestualizzare alcuni effetti endocrino-mediati con altri effetti tossicologici.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

3. Nella valutazione e nell'esame delle caratteristiche tossiche di una sostanza chimica ¢ possibile determinare la
tossicita orale utilizzando dosi ripetute dopo aver ottenuto dati preliminari sulla tossicita mediante test di
tossicita acuta. Il presente metodo di prova mira a studiare gli effetti su una gamma molto ampia di potenziali
bersagli di tossicita. Fornisce informazioni sui potenziali rischi per la salute che un’esposizione ripetuta pud
comportare in un arco di tempo relativamente limitato, tra cui gli effetti sul sistema nervoso, immunologico ed
endocrino. In relazione a questi endpoint specifici, il metodo deve consentire di individuare le sostanze chimiche
potenzialmente neurotossiche che potrebbero giustificare studi pitt approfonditi di questo aspetto, e le sostanze
chimiche che interferiscono con la fisiologia della tiroide. Questo metodo puo inoltre fornire dati sulle sostanze
chimiche che incidono sugli organi riproduttivi maschili e/o femminili dei giovani animali adulti, evidenziando
anche eventuali effetti immunologici.

4. I risultati del metodo di prova B.7 devono essere utilizzati per individuare i pericoli e valutare i rischi. I risultati
ottenuti per quanto riguarda i parametri endocrini devono essere interpretati alla luce del “Quadro concettuale
dellOCSE per le prove e la valutazione delle sostanze chimiche che alterano il sistema endocrino” (11). Il metodo
prevede uno studio di base della tossicita a dosi ripetute che pud essere utilizzato per le sostanze chimiche per le
quali uno studio di 90 giorni non si giustifica (ad esempio quando il volume di produzione non supera
determinate quantita) o prima di uno studio a lungo termine. Il periodo di esposizione deve essere di 28 giorni.

5. Il programma internazionale realizzato per la convalida di parametri in grado di individuare I'attivita endocrina
di una sostanza in esame ha evidenziato che la qualita dei dati ottenuti con questo metodo di prova dipende in
ampia misura dall'esperienza del laboratorio che effettua le prove. Cio vale soprattutto per la determinazione
istopatologica di cambiamenti ciclici negli organi riproduttori femminili e la determinazione del peso dei piccoli
organi ormono-dipendenti che sono difficili da dissecare. E stato messo a punto un documento di orientamento
sullistopatologia (19), che ¢ disponibile sul sito dell’OCSE nella rubrica relativa alle linee guida per le prove sulle
sostanze chimiche. Il documento ¢ destinato ad aiutare i patologi nelle loro analisi e a migliorare la sensibilita
delle prove. Nel metodo di prova sono stati integrati svariati parametri indicativi di una tossicita per il sistema
endocrino. Gli endpoint per i quali non sono disponibili dati sufficienti a dimostrane l'utilita o che, nell'ambito
del programma di convalida, hanno dimostrato una scarsa capacita di individuare gli interferenti endocrini sono
proposti come endpoint opzionali (cfr. appendice 2).

6. Sulla base dei dati generati nel corso del processo di validazione, occorre sottolineare che la sensibilita di questo
saggio non ¢ sufficiente per individuare tutte le sostanze caratterizzate da um‘attivita (anti)androgenica o (an-
ti)estrogenica (9). Il presente metodo di prova deve essere eseguito in una fase della vita estremamente sensibile
alle interferenze endocrine. Tuttavia questo metodo ha permesso, nel corso del processo di convalida, di
individuare delle sostanze con un forte o un debole impatto sulla funzione tiroidea e delle sostanze che agiscono
fortemente o in misura ridotta sul sistema endocrino mediante recettori dell'estrogeno o dellandrogeno; nella
maggior parte dei casi, tuttavia, non ha consentito di individuare le sostanze con effetti endocrini che incidono
in misura limitata su questi recettori. Questo metodo non puo pertanto essere descritto come prova di screening
dell'attivita endocrina.

7. Di conseguenza l'assenza di effetti legati a questi meccanismi di azione non pud essere considerata una prova
dell'assenza di effetti sul sistema endocrino. Per quanto riguarda gli effetti endocrini-mediati, la caratterizzazione
delle sostanze non deve basarsi unicamente sui risultati del presente metodo di prova ma deve essere utilizzata
nell'ambito di un approccio fondato sull“onere della prova” che integri tutti i dati esistenti su una sostanza
chimica per caratterizzarne la potenziale attivita endocrina. Per questa ragione, le decisioni di tipo regolamentare
relative all'attivita endocrina delle sostanze chimiche (caratterizzazione dei composti) devono avvalersi di un
approccio di ampio respiro, e non fondarsi solo sui risultati di questo metodo di prova.
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8. Naturalmente tutte le procedure che prevedono l'utilizzo di animali rispetteranno le norme locali in materia di
cura degli animali. Le descrizioni delle cure e dei trattamenti riportate qui di seguito corrispondono a norme di
prestazione minime che, se del caso, sono sostituite dalla regolamentazione locale, qualora questa sia pitt
rigorosa. Ulteriori indicazioni sul trattamento umano degli animali sono fornite dallOCSE (14).

9. Lappendice 1 contiene le definizioni di termini utili ai fini del presente metodo.

PRINCIPIO DELLA PROVA

10. Ogni giorno, per un periodo di 28 giorni, si somministra per via orale la sostanza in esame in dosi crescenti a
vari gruppi di animali da esperimento, laddove ad ogni gruppo corrisponde un determinato livello di dose.
Durante il periodo di somministrazione gli animali vengono esaminati attentamente e quotidianamente al fine di
rilevare eventuali segni di tossicita. Gli animali deceduti o oggetto di eutanasia durante la prova vengono
sottoposti a autopsia. Al termine della prova gli animali superstiti vengono soppressi e sottoposti a autopsia.
Uno studio a 28 giorni fornisce informazioni sugli effetti di un'esposizione ripetuta per via orale e puo dimo-
strare la necessita di condurre ulteriori studi a pitt lungo termine. Pud inoltre fornire informazioni sulla selezione
delle concentrazioni in vista di studi a pitt lungo termine. I dati tratti dal metodo di prova devono permettere di
caratterizzare la tossicita della sostanza in esame, avere un'indicazione sul rapporto dosaggio-risposta e deter-
minare il NOAEL (no-observed-adverse effects — livello fino al quale non si osservano effetti dannosi).

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

11. 1l ratto ¢ la specie preferita, ma sono ammesse anche altre specie di roditori. Se i parametri specificati nel metodo
di prova B.7 sono studiati in un’altra specie di roditori occorre fornire una giustificazione dettagliata. Benché dal
punto di vista biologico sia plausibile che altre specie rispondano ai prodotti tossici in modo simile ai ratti,
l'utilizzo di specie piti piccole pud causare una maggiore variabilita dei risultati vista la difficolta tecnica a
sezionare organi di dimensioni inferiori. Nel programma internazionale di convalida per I'individuazione degli
interferenti endocrini, il ratto ¢ stata I'unica specie animale utilizzata. Si devono utilizzare animali adulti giovani e
sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. Le femmine devono essere nullipare e non gravide.
La somministrazione deve iniziare il pilt presto possibile dopo lo svezzamento e comunque prima che gli
animali abbiano raggiunto le nove settimane di vita. All'inizio dello studio la variazione di peso degli animali
deve essere minima e non superare il + 20 % del peso medio per ciascun sesso. Se uno studio di tossicita orale a
dose ripetuta costituisce una tappa preliminare di uno studio a lungo termine, si utilizzano di preferenza animali
provenienti dallo stesso ceppo e aventi la medesima origine in entrambi gli studi.

Stabulazione e alimentazione

12. Tutte le procedure devono attenersi agli standard locali in materia di cura degli animali da esperimento. La
temperatura dello stabulario deve essere di 22 °C (¢ 3 °C). L'umidita relativa deve essere almeno del 30 % e
preferibilmente non superiore al 70 %, tranne durante la pulizia del laboratorio, ma I'obiettivo da raggiungere ¢
un'umidita del 50-60 %. Lilluminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12
d’oscurita. Per quanto concerne lalimentazione, si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con
una quantita illimitata d’acqua potabile. La scelta della dieta pud essere influenzata dalla necessita di garantire
un’adeguata miscela della sostanza in esame, se somministrata con questo metodo. Gli animali devono essere
sistemati nelle gabbie in piccoli gruppi dello stesso sesso; possono essere sistemati in gabbie individuali se
necessario per ragioni scientifiche. Ciascuna gabbia non deve ospitare piti di cinque animali.

13. Lalimentazione deve essere analizzata periodicamente per verificare la presenza di contaminanti. Un campione
del mangime somministrato deve essere conservato fino al completamento della relazione.

Preparazione degli animali

14. Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie
devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. Gli animali
devono essere identificati in modo univoco e tenuti nelle gabbie per almeno 5 giorni prima dell'inizio dello
studio, in modo da consentirne I'adattamento alle condizioni di laboratorio.

Preparazione delle dosi

15. La sostanza di prova viene somministrata per via intragastrica, oppure con la dieta o l'acqua. Il metodo di
somministrazione orale dipende dallo scopo dello studio e dalle caratteristiche fisiche/chimiche/tossico-cinetiche
della sostanza in esame.

16. Ove necessario, la sostanza di prova ¢ disciolta o sospesa in un veicolo adeguato. Si raccomanda di prendere in
considerazione, in primis e ogni qualvolta possibile, 'uso di una soluzione/sospensione acquosa, e in seconda
battuta I'uso di una soluzione[sospensione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile
soluzione in altri veicoli. Se si usano veicoli diversi dall'acqua & necessario conoscerne le caratteristiche tossiche.
E necessario determinare la stabilita della sostanza di prova nel veicolo.
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PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

17. Per ciascun livello di dosaggio dovranno essere utilizzati almeno 10 animali (5 di sesso femminile e 5 di sesso
maschile). Se si prevedono sacrifici intermedi, il numero deve essere aumentato del numero di animali che si
prevede di sottoporre a eutanasia prima del completamento dello studio. Si pud considerare di includere un
gruppo satellite supplementare di dieci animali (5 per sesso) nel gruppo di controllo e nel gruppo trattato con la
dose pit elevata al fine di monitorare la reversibilita, la persistenza, I'insorgenza ritardata di effetti tossici, per
almeno 14 giorni dopo il trattamento.

Dosaggio

18. In genere si devono utilizzare almeno tre gruppi di trattamento e un gruppo di controllo; tuttavia, se la
valutazione di altri dati porta a prevedere l'assenza di effetti a una dose ripetuta di 1000 mg/kg di peso
corporeo/giorno, puo essere eseguito un saggio limite. Per stabilire le dosi da utilizzare, in mancanza di dati
adeguati si puo effettuare uno studio preliminare di tipo “range finding”. Fatta eccezione per la somministrazione
della sostanza in esame, gli animali del gruppo di controllo devono essere trattati in modo identico agli
esemplari del gruppo di trattamento. Se si usa un veicolo per la somministrazione della sostanza in esame, al
gruppo di controllo verra somministrato il medesimo veicolo nel volume massimo utilizzato.

19. I livelli di dosaggio devono essere selezionati tenendo conto di tutti i dati esistenti sulla tossicita e le caratteri-
stiche (tossico-)cinetiche della sostanza in esame o di sostanze affini. Il livello massimo di dosaggio deve essere
tale da indurre effetti tossici senza cagionare la morte o sofferenze gravi. Deve inoltre essere selezionata una serie
decrescente di dosaggi al fine di individuare eventuali risposte dosi-correlate e il livello fino al quale non si
osservano effetti dannosi (NOAEL). In genere, per determinare i livelli decrescenti di dosaggio si consiglia un
intervallo con un fattore compreso tra 2 e 4 e spesso ¢ preferibile aggiungere un quarto gruppo di prova
piuttosto che avere un intervallo eccessivamente lungo (ad esempio superiore a un fattore 10) fra un dosaggio e
l'altro.

20. Nel caso di tossicita generale osservata (ad esempio riduzione del peso corporeo, effetti a livello epatico, cardiaco,
polmonare o renale ecc.) o di altri cambiamenti che potrebbero non essere dovuti ad effetti tossici (diminuzione
dell'assunzione di alimenti, dilatazione del fegato), gli effetti rilevati sugli endpoint neurologici, endocrini o legati
al sistema immunitario devono essere interpretati con cautela.

Prova limite

21. Se una prova, effettuata secondo le procedure descritte per il presente studio, con un livello di dose di almeno
1 000 mg/kg di peso corporeo/giorno o in caso di somministrazione con gli alimenti o I'acqua, ad una concen-
trazione equivalente (in funzione del peso corporeo), non produce effetti tossici osservabili e se i dati relativi a
sostanze di struttura analoga non indicano tossicita, si puo considerare che non ¢ necessario eseguire uno studio
completo utilizzando tre livelli di dose. Si effettua il saggio limite, tranne quando i dati sull'esposizione umana
indicano la necessita di utilizzare un livello di dose piti elevato.

Somministrazione delle dosi

22. La sostanza in esame ¢ somministrata agli animali giornalmente, sette giorni su sette, per un periodo di 28
giorni. Se viene effettuata per via intragastrica, la somministrazione deve avvenire in dose singola mediante
sonda gastrica o idonea cannula per intubazione. Il volume massimo di liquido somministrabile in una volta sola
dipende dalla taglia dellanimale, ma non deve superare 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne nel caso delle
soluzioni acquose per le quali si possono prevedere fino a 2ml/100 g di peso corporeo. Salvo nel caso di
sostanze chimiche irritanti o corrosive, i cui effetti di norma tendono a esacerbarsi con l'aumentare della
concentrazione, la variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo adeguando la concen-
trazione, in modo da mantenere un volume costante per tutti i livelli di dose.

23. Per le sostanze somministrate con la dieta o l'acqua ¢ importante impedire che la quantita della sostanza in
esame interferisca con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. Se la sostanza in esame ¢
somministrata con la dieta, si pud utilizzare una concentrazione costante nella dieta (ppm) o un livello di dose
costante in funzione del peso corporeo di ciascun animale, avendo cura di specificare quale sia I'alternativa
prescelta. Se la sostanza & somministrata per via intragastrica, la dose deve essere somministrata ogni giorno alla
stessa ora e all'occorrenza modificata per mantenere costante il livello di dose rispetto al peso dellanimale.
Qualora, prima di uno studio a lungo termine, si effettui uno studio preliminare a dose ripetuta, la dieta degli
animali deve essere identica nei due studi.

Osservazioni

24. 11 periodo di osservazione ha una durata di 28 giorni. Gli animali del gruppo satellite destinato al monitoraggio
di follow up devono essere esaminati per almeno ulteriori 14 giorni senza alcun trattamento, al fine di
individuare I'insorgenza tardiva, la persistenza o la scomparsa degli effetti tossici.

25. Le osservazioni cliniche generali devono essere effettuate almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa
ora e tenendo conto del periodo di massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Si regi-
strano le informazioni concernenti le condizioni di salute degli animali. Almeno due volte al giorno, tutti gli
animali vengono esaminati al fine di determinare la morbilita e la mortalita.
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26. Una volta prima dell'esposizione iniziale (per consentire un confronto sullo stesso soggetto) e, successivamente,
almeno una volta la settimana tutti gli animali vengono sottoposti ad osservazioni cliniche particolareggiate.
Queste osservazioni devono essere eseguite fuori dalle gabbie, collocando gli animali in un recinto standard, di
preferenza sempre alla stessa ora. Occorre registrare con cura le osservazioni, preferibilmente usando sistemi di
punteggio statistico definiti appositamente dal laboratorio di prova. Si avra cura di ridurre al minimo le
variazioni delle condizioni sperimentali; le osservazioni devono essere effettuate da persone che non sono a
conoscenza del trattamento somministrato. Si terra conto, tra laltro, di tutte le alterazioni della cute, del pelo,
degli occhi, delle mucose, della comparsa di secrezioni ed escrezioni e dell'attivita autonomica (per esempio
lacrimazione, piloerezione, ampiezza pupillare, ritmo respiratorio insolito). Vanno inoltre registrati cambiamenti
dell'andatura, della postura e della risposta alla manipolazione, nonché la presenza di movimenti clonici o tonici,
stereotipie (ad esempio tolettatura eccessiva, continuo girare in cerchio) o comportamenti insoliti (ad esempio
automutilazione, marcia a ritroso) (2).

27. Nella quarta settimana di esposizione si procede alla valutazione della reattivita sensoriale a diversi tipi di stimolo
(2) (per esempio uditivi, visivi e propriocettivi) (3) (4) (5), della forza prensile (6) e dell’attivita motoria (7).
Ulteriori indicazioni sulle procedure utilizzabili sono contenute nelle voci bibliografiche citate. Tuttavia possono
essere applicate procedure alternative non indicate nella bibliografia.

28. Le osservazioni funzionali previste per la quarta settimana di esposizione possono essere evitate nel caso di uno
studio preliminare ad un successivo studio subcronico (90 giorni). In questa eventualita, le osservazioni funzio-
nali devono essere incluse nello studio complementare. D'altro canto, le informazioni ricavate dalle osservazioni
funzionali nel corso dello studio a dose ripetuta possono essere utili nella determinazione dei livelli di dosaggio
per un successivo studio subcronico.

29. Eccezionalmente ¢ possibile omettere le osservazioni funzionali per i gruppi che evidenzino comunque segni di
tossicita tali da interferire in modo significativo con l'esecuzione degli esami funzionali.

30. Nel corso dellautopsia, si puo (eventualmente) determinare il ciclo estrale per tutte le femmine mediante un
Paptest. Queste osservazioni forniscono informazioni sullo stadio del ciclo estrale al momento dell'eutanasia e
agevoleranno la valutazione istologica dei tessuti sensibili agli estrogeni [cfr. Linee guida sull'istopatologia (19)].

Peso corporeo e consumo di cibofacqua

31. Tutti gli animali devono essere pesati almeno una volta la settimana e il consumo di cibo deve essere deter-
minato almeno una volta la settimana. Se la sostanza in esame viene somministrata con l'acqua, anche il
consumo di acqua va misurato almeno una volta la settimana.

Ematologia

32. Al termine del periodo di prova, occorre procedere agli esami ematologici seguenti: ematocrito, concentrazioni di
emoglobina, conteggio degli eritrociti, reticulociti, conteggio totale e differenziale dei leucociti, numero di
placchette e misura del tempo e del potenziale di coagulazione. Se la sostanza in esame o i suoi metaboliti
putativi hanno o possono avere proprieta ossidanti occorre effettuare altre analisi, relative tra l'altro alla concen-
trazione di metaemoglobine o ai corpi di Heinz.

33. 1 campioni di sangue devono essere prelevati da un determinato sito immediatamente prima o durante I'euta-
nasia degli animali e conservati in condizioni adeguate. Gli animali devono essere a digiuno la notte prima
dell'eutanasia (1.

Biochimica clinica

34. Gli esami biochimico-clinici finalizzati allo studio dei principali effetti tossici sui tessuti e, in particolare, sui reni
e sul fegato devono essere effettuati su campioni di sangue prelevati da tutti gli animali immediatamente prima o
durante la loro soppressione (eccetto gli animali trovati moribondi efo soppressi nel corso dello studio). Le
analisi sul plasma o sul siero comprenderanno il sodio, il potassio, il glucosio, il colesterolo totale, I'urea, la
creatinina, le proteine totali e I'albumina, almeno due enzimi indicatori degli effetti epatocellulari (come l'alanina
aminotransferasi, 'aspartato aminotransferasi, la fosfatasi alcalina, la gamma-glutamil transpeptidasi e la glutam-
mato-deidrogenasi). Le determinazioni di altri enzimi (di origine epatica o di altro tipo) e della bilirubina
possono talvolta fornire indicazioni utili.

35. A titolo facoltativo, nel corso dellultima settimana dello studio, si possono effettuare le seguenti analisi delle
urine su campioni raccolti in momenti specifici: aspetto, volume, osmolalita o densita relativa, pH, proteine,
glucosio e sangue/cellule ematiche.

(") Per svariate misurazioni del siero e del plasma, e soprattutto per il glucosio, sarebbe preferibile mantenere il digiuno per tutta la notte. Il

motivo principale ¢ che laumento della variabilitd dovuto inevitabilmente al mancato digiuno tenderebbe a mascherare effetti meno
evidenti rendendo pit difficile l'interpretazione. D'altro lato, perd, il digiuno notturno pud interferire con il metabolismo generale degli
animali e, soprattutto negli studi sull'alimentazione, pud incidere sull'esposizione quotidiana alla sostanza in esame. Se si opta per il
digiuno notturno, gli esami biochimico-clinici dovranno essere effettuati dopo le osservazioni funzionali della quarta settimana.
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36. E inoltre necessario considerare la possibilita di condurre studi sul plasma o sui marker sierologici dei danni
generici ai tessuti. Altre determinazioni dovranno essere eseguite qualora si abbia motivo di ritenere o di
sospettare che le proprieta della sostanza in esame possano alterare i profili metabolici riguardanti il calcio, il
fosfato, i trigliceridi, gli ormoni specifici e la colinesterasi. Queste analisi vanno effettuate per alcune classi di
sostanze chimiche oppure caso per caso.

37. Anche se la valutazione internazionale degli endpoint legati al sistema endocrino non ¢ riuscita a stabilire in
modo chiaro il vantaggio dell'analisi degli ormoni tirodei (T3, T4) e della TSH, potrebbe essere utile conservare
dei campioni di plasma o di siero per misurare la T3, la T4 e la TSH (opzionale) se vi sono indicazioni di un
effetto sull'asse ipofiso-tiroideo. Per lo stoccaggio questi campioni possono essere congelati a - 20°. I fattori
seguenti possono influenzare la variabilita e le concentrazioni assolute delle analisi ormonali:

— momento dell'eutanasia, per via della variazione diurna delle concentrazioni ormonali,

— metodi di eutanasia, evitando di stressare inutilmente gli animali in quanto cid potrebbe incidere sulle
concentrazioni ormonali,

— kit per le analisi ormonali che possono differire per le loro curve standard.

L'identificazione definitiva delle sostanze chimiche che agiscono sul sistema tiroideo ¢ piu affidabile se si fonda
sull'analisi istopatologica piti che sui livelli ormonali.

38. I campioni di plasma destinati specificatamente all'analisi ormonale devono essere prelevati nelle stesse ore della
giornata. Si raccomanda di tenere conto dei tassi di T3, T4 e TSH provocati da alterazioni dell'istopatologia della
tiroide. I valori numerici ottenuti dalle analisi delle concentrazioni ormonali differiscono in funzione dei kit
disponibili in commercio utilizzati. Pertanto non & sempre possibile fornire criteri di prestazione fondati su dati
storici omogenei. In alternativa, i laboratori devono fare il possibile per mantenere i coefficienti di variazione al
di sotto di 25 per la T3 e la T4 e di 35 per la TSH. Tutte le concentrazioni devono essere annotate in ng/ml.

39. Se i dati di riferimento storici sono inadeguati, occorre tenere conto delle variabili ematologiche e di biochimica
clinica prima di iniziare i dosaggi, di preferenza su un gruppo di animali diverso dal gruppo in esame.

PATOLOGIA
Autopsia macroscopica

40. Tutti gli animali dello studio vanno sottoposti ad un’autopsia macroscopica completa e dettagliata che com-
prenda un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavita cranica, toracica e
addominale e del loro contenuto. 1l fegato, i reni, le ghiandole surrenali, i testicoli, gli epididimi, I'insieme
composto dalla prostata e le vescicole seminali con le ghiandole della coagulazione, il timo, la milza, il cervello
e il cuore di tutti gli animali (tranne quelli trovati moribondi efo sacrificati prima del completamento dello
studio) vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati immediatamente dopo l'ablazione,
per evitare l'essiccamento. Occorre prelevare con cautela l'insieme della prostata in modo da evitare di perforare
le vescicole seminali piene di liquido. In alternativa si puo liberare la vescicola seminale e la prostata dai tessuti
aderenti e pesarli previa fissazione.

41. Eventualmente, per evitare il disseccamento, subito dopo la dissezione si possono pesare due altri organi: le due
ovaie (peso a umido) e l'utero, ivi compreso il collo dell'utero [gli orientamenti sull'ablazione e la preparazione
dei tessuti uterini ai fini del loro peso sono contenuti nella linea guida dellOCSE n. 440 (18)].

42. 11 peso della tiroide (facoltativo) pud essere stabilito dopo la fissazione. Anche in questo caso l'ablazione deve
essere eseguita con cautela e solo previa fissazione per evitare di danneggiare i tessuti. L'eventuale danneggia-
mento dei tessuti infatti potrebbe compromettere I'analisi istopatologica.

43. 1 seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione pili appropriato sia per il tipo di tessuto, sia per
I'esame istopatologico che si intende effettuare successivamente (cfr. paragrafo 47): tutte le lesioni macroscopi-
che, cervello (porzioni rappresentative comprendenti cervello, cervelletto, bulbo e ponte), midollo spinale, occhi,
stomaco, intestino tenue e crasso (comprese le placche di Peyer), fegato, reni, ghiandole surrenali, milza, cuore,
trachea e polmoni (conservati con dilatazione mediante fissativo e poi immersione), gonadi (testicoli e ovaie),
organi sessuali accessori (utero e collo dell'utero, epididimi, prostata + vescicole seminali con ghiandole della
coagulazione), vagina, vescica e linfonodi [oltre al linfonodo pitt vicino un altro linfonodo, in funzione del-
I'esperienza del laboratorio (15)], nervo periferico (sciatico o tibiale) preferibilmente in prossimita del muscolo,
muscolo e osso dello scheletro con il midollo osseo (una sezione/o un preparato fresco di midollo osseo
aspirato). Si raccomanda di fissare i testicoli mediante immersione in un fissativo di Bouin o di Davidson
modificato (16) (17). La tunica albuginea deve essere perforata, con un ago, con delicatezza e superficialmente
in entrambi i poli dell'organo per consentire la rapida penetrazione del fissativo. I reperti clinici e di altro tipo
possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli organi considerati
organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza in esame.
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44. 1 tessuti elencati qui di seguito possono apportare informazioni utili sugli effetti endocrini: gonadi (ovaie e
testicoli), organi sessuali accessori (utero, collo dell'utero, epididimi, vescicole seminali con ghiandole di coagu-
lazione, prostata dorso laterale e ventrale), vagina, ipofisi, ghiandola mammaria maschile, tiroide e ghiandola
surrenale. Non ci sono sufficienti riscontri di alterazioni nelle ghiandole mammarie maschili, ma questo para-
metro pud essere molto sensibile alle sostanze con attivita estrogenica. L'osservazione degli organi/tessuti non
ripresi nel paragrafo 43 ¢ facoltativa (cfr. appendice 2).

45. 1l documento di orientamento sull'istopatologia (19) fornisce informazioni supplementari sulla dissezione, la
fissazione, I'asportazione e l'istopatologia dei tessuti endocrini.

46. Nel corso del programma internazionale di prove, ¢ stato rilevato che gli effetti endocrini poco evidenti, dovuti a
sostanze chimiche in grado di squilibrare leggermente 'omeostasi degli ormoni sessuali, possono essere indivi-
duati dalla loro capacita di interferire sulla sincronizzazione del ciclo estrale in vari tessuti pitt che da evidenti
alterazioni istopatologiche degli organi sessuali femminili. Sebbene non vi siano prove inconfutabili in tal senso,
si raccomanda di tenere conto, nell'interpretazione dell'esame istologico delle ovaie, di una possibile asincronia
del ciclo estrale (cellule follicolari, tecali e della granulosa). Se si esamina la fase del ciclo mediante un Paptest, si
puo tenere conto anche di questo dato come elemento di confronto aggiuntivo.

Esame istopatologico

47. Gli organi e i tessuti conservati di tutti gli animali del gruppo di controllo e del gruppo trattato con la dose pit
elevata vanno sottoposti a un esame istopatologico completo. Si procede a questi esami anche sugli animali degli
altri gruppi se nel gruppo cui viene somministrata la dose pili elevata si osservano alterazioni correlate al
trattamento.

48. Si procedera all'esame di tutte le lesioni macroscopiche.

49. Quando si utilizza un gruppo satellite 'esame istopatologico va eseguito sui tessuti e sugli organi per i quali
sono stati osservati effetti nei gruppi trattati.

DATI E RELAZIONE
Dati

50. Devono essere riportati i dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabelle che indichino per ogni gruppo di trattamento il numero di animali all'inizio della prova, il numero di
animali trovati morti durante la prova o sottoposti a eutanasia per motivi umanitari e il momento di tutti i
decessi[soppressioni, il numero di animali che manifestano segni di tossicita, una descrizione dei segni di tossicita
osservati con indicazione del momento dell'insorgenza, della durata e della gravita di tutti gli effetti tossici, il
numero di animali che presentano lesioni, il tipo di lesioni e la percentuale di animali che manifesta ciascun tipo
di lesione.

51. Se possibile, i risultati numerici devono essere valutati sulla base di un metodo statistico appropriato e comu-
nemente accettato. I confronti degli effetti osservati nellambito di un intervallo di dosaggio deve rendere inutile
l'utilizzo di prove t multiple. I metodi statistici devono essere selezionati durante la fase di progettazione dello
studio.

52. Ai fini del controllo di qualita, si suggerisce di raccogliere dati di controllo storici e di calcolare i coefficienti di
variazione per i dati numerici, in particolare per i parametri legati allindividuazione degli interferenti endocrini.
Questi dati possono essere utilizzati, a fini di confronto, in fase di valutazione degli studi effettivamente
realizzati.

Relazione sulla prova

53. La relazione deve contenere le seguenti informazioni:
Sostanza chimica in esame:
— natura fisica, purezza e proprieta fisico-chimiche,
— dati identificativi.
Veicolo (se del caso):

— motivazione della scelta del veicolo, se diverso dall'acqua.
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Animali sperimentali:

specie/ceppo impiegati,

numero, eta e sesso degli animali,
provenienza, stabulazione, dieta ecc.,

peso di ciascun animale all'inizio della prova,

qualora non siano stati utilizzati ratti, occorre spiegarne il motivo.

Condizioni sperimentali:

criteri di selezione delle dosi,

informazioni dettagliate sulla formulazione della sostanza chimica in esame/preparazione della dieta, sulla
concentrazione utilizzata, sulla stabilita e sull'omogeneita del preparato,

modalita precise di somministrazione della sostanza chimica in esame,

se del caso, conversione della concentrazione della sostanza nella dieta o nellacqua (ppm) in dose effettiva
(mg/kg di peso corporeo/giorno),

informazioni dettagliate sulla qualita degli alimenti e dellacqua.

Endpoint facoltativi esaminati:

elenco degli endpoint facoltativi esaminati.

Risultati:

peso corporeo|variazioni del peso corporeo,

assunzione di cibo, ed eventualmente di acqua,

dati sulla risposta tossica per sesso e livello di dose, compresi segni di tossicita,
natura, gravita e durata degli effetti clinici (sia reversibili che non reversibili),
valutazione dellattivita sensoriale, della forza prensile e dell'attivita motoria,
test ematologici con i relativi valori basali,

test biochimici clinici con i relativi valori basali,

peso corporeo al momento dell'eutanasia e dati sul peso degli organi,

referti autoptici,

descrizione dettagliata di tutti i risultati istopatologici,

dati sull'assorbimento, se disponibili,

elaborazione statistica dei risultati, se del caso.

Discussione dei risultati

Conclusioni




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 1

DEFINIZIONI

Androgenicita: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone androgenico naturale (ad esempio il
testosterone) in un mammifero.

Antiandrogenicita: la capacitd di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone androgenico naturale (ad
esempio il testosterone) in un mammifero.

Antiestrogenicita: la capacita di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone estrogenico naturale (ad esempio
estradiolo 178) in un mammifero.

Attivita antitiroidea: la capacitd di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone tiroideo naturale (ad es T;.) in
un mammifero.

Dosaggio: termine generale che indica la dose, la frequenza e la durata della somministrazione.

Dose: quantita di sostanza somministrata. La dose ¢ espressa col peso della sostanza in esame per unita di peso corporeo
dell'animale testato per giorno (mg/kg peso corporeo/giorno) o come una concentrazione costante nella dieta.

Tossicita evidente: termine generale che designa i segnali evidenti di tossicita a seguito della somministrazione di una
sostanza. Questi segni devono essere sufficienti per consentire la valutazione dei pericoli ed essere tali che si possa
prevedere che I'aumento della dose somministrata comporti la comparsa di segni di tossicita grave e probabilmente la
mortalita.

NOAEL ¢ l'abbreviazione di no-observed-adverse-effect level, ossia la dose pill elevata alla quale non si osservano effetti
avversi legati al trattamento.

Estrogenicita: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone estrogenico naturale (ad esempio estradiolo
17£) in un mammifero.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata seguendo il presente metodo di prova.

Attivita tiroidea: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone tiroideo naturale (ad es T3.) in un
mammifero.

Validazione ¢ un processo scientifico destinato a caratterizzare le prescrizioni e i limiti operativi di un metodo di prova e
a dimostrarne laffidabilita e la pertinenza per un obiettivo specifico.
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Appendice 2

Endpoint raccomandati nel metodo di prova B.7 per l'individuazione degli interferenti endocrini

Endpoint obbligatori Endpoint facoltativi
Peso

— Testicoli — Ovaie
— Epididimi — Utero, ivi compreso il collo dell'utero
— Ghiandole surrenali — Tiroide
— Prostata + vescicole seminali con ghiandole della coa-

gulazione

Esame istopatologico

— Gonadi: — Paptest

— Testicoli e — Ghiandole mammarie maschili

— Ovaie — Ipofisi

— Organi sessuali accessori:
— Epididimi,
— Prostata + vescicole seminali con ghiandole della
coagulazione
— Utero, ivi compreso il collo dell'utero

— Ghiandole surrenali

— Tiroide
— Vagina
Dosaggi ormonali
— Livelli di T3 e T4 circolanti
— Livelli di TSH circolante
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B.8. TOSSICITA SUBACUTA PER INALAZIONE: STUDIO A 28 GIORNI

SINTESI

1l presente metodo di prova rivisto B.8 ¢ stato concepito per caratterizzare pienamente la tossicita per inalazione
della sostanza in esame a seguito di un'esposizione ripetuta per un periodo di tempo limitato (28 giorni) e fornire
dati per valutazioni quantitative dei rischi legati all'inalazione. Dei gruppi di roditori, composti da almeno 5 maschi e
5 femmine, sono esposti per 6 ore al giorno per 28 giorni a: a) la sostanza in esame a tre o piu livelli di
concentrazione; b) all'aria filtrata (controllo negativo); efo ¢) al veicolo (gruppi di controllo del veicolo). Di norma
gli animali sono esposti alla sostanza in esame per 5 giorni ma ¢ possibile anche esporli 7 giorni su 7. Vengono
sempre testati sia maschi che femmine, ma possono essere esposti a livelli di concentrazione diversi se uno dei due
sessi ¢ notoriamente pitt sensibile ad una determinata sostanza. Per caratterizzare in modo pitt adeguato la tossicita
della sostanza in esame, il presente metodo consente al responsabile dello studio di includere dei gruppi satellite
(reversibilita), lavaggio bronchioalveolare, esami neurologici e ulteriori valutazioni istopatologiche o di patologia
clinica.

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del’OCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 412
(2009). La prima linea guida dell OCSE sulla tossicita acuta per inalazione n. 412 ¢ stata adottata nel 1981 (1).
Questo metodo di prova B.8 (che corrisponde alla linea guida n. 412 rivista) ¢ stato aggiornato per tenere conto
dei progressi scientifici e rispondere alle esigenze normative attuali e future.

2. 1l presente metodo consente di caratterizzare gli effetti avversi risultanti da un’esposizione quotidiana ripetuta,
per inalazione, ad una sostanza per 28 giorni. I dati tratti da uno studio sulla tossicita subacuta per inalazione (a
28 giorni) possono essere utilizzati per le stime quantitative dei rischi [se lo studio non ¢ seguito da una prova
di tossicita subcronica per inalazione a 90 giorni (capitolo B.29 del presente allegato)]. Questi dati possono
fornire informazioni che consentono di determinare le concentrazioni per studi a piti lungo termine come lo
studio sulla tossicita subcronica per inalazione a 90 giorni. Il presente metodo di prova non & destinato
specificatamente ai test sui nanomateriali. Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova
sono riportate alla fine del capitolo e nel documento di orientamento n. 39 (2).
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

3. 1l laboratorio incaricato della prova deve tenere conto di tutte le informazioni disponibili sulla sostanza in
esame prima di svolgere lo studio, in modo da migliorare la qualita dello studio e ridurre al minimo l'utilizzo di
animali. Tre le informazioni utili per la scelta delle concentrazioni adeguate saranno considerate l'identita, la
struttura chimica e le proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, i risultati di eventuali altre prove di
tossicita in vitro o in vivo; I'impiego o gli impieghi previsti per I'esposizione umana, dati (Q)SAR disponibili e
dati tossicologici in merito a sostanze chimiche di struttura affine; e dati tratti da prove sulla tossicita acuta per
inalazione. Se si prevedono o si constatano effetti neurotossici nel corso dello studio, il responsabile dello studio
puo decidere di includere le valutazioni ritenute necessarie come una serie di osservazioni funzionali (functional
observational battery — fob) e la misurazione dell'attivita motoria. Lo svolgimento di questi esami aggiuntivi non
interferisce con I'impostazione di base dello studio, anche se la durata delle esposizioni pud essere fondamentale
in relazione ad alcuni esami specifici.

4. Le diluzioni di sostanze corrosive o irritanti possono essere saggiate a concentrazioni che non consentono di
conseguire il grado di tossicita auspicato [cfr. documento di orientamento n. 39 (2)]. Nell'esposizione degli
animali a questa sostanze, le concentrazioni auspicate devono essere sufficientemente basse da non provocare
dolore e stress intensi, pur essendo sufficienti a prolungare la curva concentrazione-risposta fino a dei livelli
corrispondenti all'obiettivo scientifico e regolamentare della prova. La scelta di queste concentrazioni deve
avvenire caso per caso, di preferenza in base ad uno studio di tipo “range finding” adeguatamente impostato
che fornisca informazioni sull'endpoint, I'eventuale soglia di irritazione e il momento dell'insorgenza (cfr. punti
da 11 a 13). Occorre fornire la giustificazione della scelta delle concentrazioni.

5. Gli animali moribondi o chiaramente sofferenti o recanti segni gravi e persistenti di sofferenza devono essere
sottoposti a eutanasia. Gli animali moribondi sono considerati alla stregua degli animali che muoiono nel corso
della prova. I criteri da applicare per decidere in merito alleutanasia degli animali moribondi o in stato di grave
sofferenza sono oggetto di uno documento d’orientamento dellOCSE, che contiene anche indicazioni su come
riconoscere i segni di morte prevedibile o imminente (3).

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

6. Si devono utilizzare roditori adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. La
specie preferita ¢ il ratto. In caso di utilizzo di un'altra specie & necessario motivarne la scelta.

Preparazione degli animali

7. Le femmine devono essere nullipare e non gravide. Il giorno della randomizzazione gli animali selezionati
devono essere giovani adulti di etd compresa tra 7 e 9 settimane. 1l loro peso corporeo non deve superare di
+20 % del peso medio per ciascun sesso. Gli animali sono scelti in modo casuale, marchiati per consentire
l'individuazione dei singoli esemplari e tenuti nelle gabbie per almeno 5 giorni prima dell'inizio della prova,
affinché si adattino alle condizioni di laboratorio.

Condizioni di allevamento degli animali

8. Gli animali devono essere identificati individualmente, possibilmente mediante dispositivi subcutanei al fine di
agevolarne l'osservazione e evitare qualsiasi confusione. La temperatura dello stabulario deve essere di 22 + 3 °C.
L'umidita relativa va idealmente mantenuta tra 30 e 70 %, anche se cio potrebbe non essere possibile quando si
utilizza I'acqua come veicolo. Prima e dopo lesposizione, gli animali sono generalmente tenuti in gabbia,
suddivisi per sesso e concentrazione, ma il numero di animali per gabbia non deve interferire con un’agevole
osservazione di ogni singolo animale e deve ridurre al minimo le perdite dovute a cannibalismo e combatti-
menti. Se I'esposizione avviene “a naso solo”, potrebbe essere necessario abituarli ai dispositivi di contenzione,
che non devono provocare agli animali eccessivi stress fisici, termici o dinamici. La contenzione puo incidere
sugli endpoint fisiologici, come la temperatura corporea (ipertermia) efo il volume respiratorio al minuto. Se si
dispone di dati generici che dimostrano che nessuna di queste alterazioni avviene a un livello apprezzabile, il
periodo di adattamento ai dispositivi di contenzione non ¢ necessario. Gli animali esposti “a corpo intero” ad un
aerosol devono essere stabulati separatamente per la durata dell'esposizione per evitare che filtrino I'aerosol
attraverso il pelo degli altri animali presenti nella gabbia. Salvo nei periodi di esposizione, gli animali possono
essere nutriti in base a diete convenzionali e certificate da laboratorio, accompagnate da acqua potabile a
volonta. Lilluminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita.

Camere di inalazione

9. La scelta della camera di inalazione dipende dalla natura della sostanza chimica in esame e dalla finalita della
prova. Il metodo preferito di esposizione ¢ quello per via nasale (con cui s'intende I'esposizione unicamente
della testa, del naso o del muso). Di norma si predilige I'esposizione per via nasale per gli studi di aerosol liquidi
o solidi e di vapori che si possono condensare sotto forma di acrosol. L'esposizione “a corpo intero” puo essere
pitr indicata per conseguire obiettivi di studio particolari, ma tale scelta deve essere giustificata nella relazione
sullo studio. Per garantire la stabilita atmosferica di una camera di esposizione “a corpo intero”, il volume
complessivo degli animali sottoposti alla prova non deve superare il 5 % del volume della camera. Il documento
di orientamento n. 39 (2) descrive i principi delle tecniche di esposizione “a naso solo” “a corpo intero”,
nonché i relativi vantaggi e svantaggi.
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STUDI DI TOSSICITA
Concentrazioni limite

10. A differenza degli studi di tossicita acuta, per gli studi di tossicita subacuta per inalazione a 28 giorni non &
definita la concentrazione massima. La concentrazione massima testata deve tenere conto di: 1) la concen-
trazione massima raggiungibile; 2) il livello di esposizione umana corrispondente al “peggiore dei casi’; 3) la
necessita di mantenere un'adeguata alimentazione di ossigeno; efo 4) il benessere degli animali. In assenza di
limiti basati sui dati, si possono utilizzare i valori limite del regolamento (CE) n. 1272/2008 (13) (ossia una
concentrazione massima di 5 mg/l per gli aerosol, di 20 mg/l per i vapori e 20 000 ppm per i gas); cfr.
documento di orientamento n. 39 (2). Qualora sia necessario superare questi valori limite, per le prove con
gas o sostanze fortemente volatili (ad esempio i refrigeranti), occorre giustificare questo superamento. La
concentrazione limite deve provocare una chiara tossicitd, senza causare stress eccessivo per gli animali né
incidere sulla loro longevita (3).

Studio per la determinazione dell'intervallo di dosi (range finding)

11. Prima di iniziare lo studio principale, occorre generalmente effettuare uno studio preliminare di tipo range
finding. Uno studio di questo tipo ¢ pitt completo di uno studio di osservazione perché non si limita alla scelta
delle concentrazioni. Le conoscenze acquisite grazie a questo tipo di studio possono determinare il buon esito
dello studio principale. Uno studio per determinare l'adeguato intervallo di dosi puo, ad esempio, fornire
informazioni tecniche sul metodo di analisi, la granulometria delle particelle, la scoperta di meccanismi di
tossicita, i dati istopatologici e di patologia clinica e le stime circa le concentrazioni NOAEL e MTC (concen-
trazione massima tollerata) nello studio principale. Il responsabile dello studio puo decidere di utilizzare uno
studio di tipo range finding per individuare: la soglia di irritazione dell'apparato respiratorio (ad esempio
mediante istopatologia dell'apparato respiratorio, test sulla funzionalita polmonare e lavaggi broncoalveolari),
la concentrazione massima tollerata dagli animali senza che risentano uno stress eccessivo e i parametri che
consentono di caratterizzare al meglio la tossicita della sostanza in esame.

12. Uno studio per la determinazione degli intervalli di dose pud comportare uno o pit livelli di concentrazione.
Per ogni livello di concentrazione sono esposti al massimo tre maschi e tre femmine. Lo studio in questione
deve durare da un minimo di 5 giorni ad un massimo di 14 giorni. Nella relazione sullo studio ¢ opportuno
illustrare la ragione della scelta delle concentrazioni per lo studio principale, il cui scopo ¢ dimostrare una
relazione concentrazione-risposta sulla base dell'endpoint ritenuto a priori pit sensibile La concentrazione
inferiore deve essere del tipo NOAEL mentre la concentrazione piti elevata deve comportare una chiara tossicita,
senza causare stress eccessivo per gli animali né incidere sulla loro longevita (3).

13. Nello studio di tipo range finding, al momento della scelta dei livelli di concentrazione, occorre tener conto di
tutte le informazioni disponibili, anche quelle relative alle relazioni struttura-attivita e i dati concernenti sostanze
chimiche analoghe (cfr. paragrafo 3). Lo studio di determinazione dellintervallo di dosi pu6 confermare o
invalidare la scelta degli endpoint pilt sensibili secondo criteri meccanicistici, come I'inibizione della colinesterasi
dovuta a organofosfati, la formazione di metaemoglobine da parte di agenti eritrotossici, gli ormoni tiroidei (T
e T,) nel caso degli agenti i tireotossici, le proteine, la LDH, la presenza di neutrofili nei lavaggi broncoalveolari
nel caso di particelle inoffensive scarsamente solubili o di aerosol irritanti per i polmoni.

Studio principale

14. Uno studio principale di tossicita subcronica di norma comprende tre livelli di concentrazione e un controllo
negativo (aria) efo un controllo del veicolo, se necessario (cfr. paragrafo 17). Per scegliere i livelli di esposizione
adeguati, occorre avvalersi di tutte le informazioni disponibili, ivi compresi i risultati degli studi sistemici di
tossicita, il metabolismo e la cinetica (occorre fare il possibile per evitare i livelli di concentrazione elevati
caratterizzati da processi cinetici di saturazione). Ogni gruppo comprende almeno 10 roditori (5 maschi e 5
femmine) che sono esposti alla sostanza in esame per 6 ore al giorno, 5 giorni la settimana per 4 settimane (per
una durata totale dello studio di 28 giorni). Gli animali possono anche essere esposti per 7 giorni la settimana
(ad esempio nel caso di prove su prodotti farmaceutici inalati). Se uno dei due sessi ¢ notoriamente pitt sensibile
alla sostanza in esame, i livelli di concentrazione possono differire secondo il sesso al fine di ottimizzare la
concentrazione-risposta come indicato al paragrafo 15. Se per l'esposizione solo per via nasale simpiegano
specie di roditori diverse dai ratti, ¢ possibile adeguare la durata massima d'esposizione per ridurre al minimo lo
stress tollerato dalla specie in causa. La scelta di una durata di esposizione inferiore a 6 ore o superiore (ad
esempio 22 ore al giorno) deve essere debitamente motivata. [cfr. il documento di orientamento n. 39 (2)].
Durante il periodo di esposizione I'alimentazione va sospesa, a meno che I'esposizione quotidiana sia superiore a
6 ore. Nel corso dell'esposizione “a corpo intero” si puo continuare a somministrare acqua.

15. Le concentrazioni bersaglio selezionate devono consentire di individuare I'organo o gli organi bersaglio e
evidenziare una concentrazione-risposta chiara.

— 1l livello di concentrazione elevato deve ridurre gli effetti tossici senza provocare segni persistenti o la morte
che impedirebbero una valutazione significativa dei risultati

— Il o i livelli di concentrazione medi devono essere intervallati in modo da produrre una graduazione degli
effetti tossici tra la bassa e l'alta concentrazione

— 11 livello di dose inferiore non deve produrre effetti tossici o al massimo produrre effetti poco rilevanti.
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Studio satellite (studio di reversibilita)

16. Uno studio di reversibilita puo essere utilizzato per evidenziare il carattere reversibile, persistente o ritardato
della tossicita, per un periodo post-trattamento di una durata adeguata, e comunque di almeno 14 giorni. I
gruppi satellite sono costituiti da cinque maschi e cinque femmine esposti contemporaneamente agli animali in
esame nell'ambito dello studio principale. Questi gruppi devono essere esposti alla concentrazione pitl elevata
della sostanza in esame. Sarebbe opportuno utilizzare anche un gruppo di controllo (aria) efo un gruppo di
controllo del mezzo (cfr. paragrafo 17).

Animali di controllo

17. Gli animali del controllo negativo (aria) devono essere trattati come gli animali del gruppo soggetto alla prova,
ad eccezione del fatto che sono esposti ad aria filtrata e non alla sostanza in esame. Quando per produrre
l'atmosfera di prova si utilizza acqua o un’altra sostanza, occorre integrare nello studio un gruppo di controllo
del veicolo al posto del gruppo di controllo negativo (aria). Laddove possibile ¢ opportuno utilizzare l'acqua
come veicolo. In tal caso, gli animali del gruppo di controllo devono essere esposti all'aria caratterizzata dalla
stessa umidita relativa dell'aria del gruppo in esame. La selezione di un veicolo adeguato deve basarsi su dati
dello studio preliminare o storici adeguati. Qualora non si disponga di informazioni sufficienti sulla tossicita di
un veicolo, il responsabile dello studio puo utilizzare un gruppo di controllo negativo (aria) e un gruppo di
controllo del veicolo, anche se questa opzione ¢ vivamente sconsigliata. Se i dati storici indicano che un veicolo
non ¢ tossico, non occorre ricorrere a un gruppo di controllo negativo (aria) ma basta utilizzare un gruppo di
controllo del veicolo. Se uno studio preliminare effettuato su una sostanza in esame incorporata in un veicolo
non rileva nessuna tossicita, significa che il veicolo non ¢ tossico alla concentrazione in questione e che si deve
utilizzare questo gruppo di controllo del veicolo.

CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Somministrazione delle concentrazioni

18. Gli animali sono esposti alla sostanza in esame sotto forma di gas, vapore, aerosol o una loro miscela. Lo stato
fisico da testare dipende dalle proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, dalla concentrazione prescelta
efo dalla forma fisica nella quale ¢ piti probabile che essa si presenti nel corso della manipolazione e dell'uti-
lizzo. Le sostanze igroscopiche e reattive dal punto di vista chimico devono essere testate in atmosfera secca.
Occorre prestare attenzione al fine di evitare concentrazioni esplosive. Per ridurre la granulometria, il materiale
particolato pud essere sottoposto a processi meccanici. Ulteriori informazioni sono riportate nel documento di
orientamento n. 39 (2).

Distribuzione granulometrica

19. La granulometria deve essere effettuata per tutti gli aerosol e i vapori che potrebbero condensarsi e formare
aerosol. Per consentire l'esposizione di tutte le zone pertinenti delle vie respiratorie, si raccomanda di utilizzare
degli aerosol con diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) da 1 a 3 pm con una deviazione standard
geometrica (o,) compresa tra 1,5 ¢ 3,0 (4). Occorre fare quanto possibile per rispettare queste condizioni, ma
qualora non ci si riuscisse € necessario presentare il parere di un esperto. Ad esempio le particelle dei fumi
metallici possono essere piti piccole dello standard indicato, mentre le particelle caricate e le fibre possono
superare questo standard.

Preparazione della sostanza in esame in un veicolo

20. Idealmente la sostanza deve essere testata senza un veicolo. Qualora sia necessario utilizzare un veicolo per
ottenere la concentrazione e la granulometria adeguate della sostanza in esame, ¢ preferibile utilizzare I'acqua.
Quando una sostanza & disciolta in un veicolo, occorre verificarne la stabilita.

MONITORAGGIO DELLE CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Flusso d’aria nella camera di esposizione

21. Durante ogni esposizione ¢ necessario regolare attentamente, monitorare in continuo e registrare almeno una
volta l'ora il flusso d’aria nella camera. Il monitoraggio in tempo reale della concentrazione (o stabilita tem-
porale) dellatmosfera di prova costituisce una misura integrale di tutti i parametri dinamici e un modo indiretto
di controllare tutti i parametri dinamici di inalazione. Se la concentrazione ¢ monitorata in tempo reale, la
frequenza di misurazione dei flussi d’aria puo essere diminuita ad un’unica misurazione per giorno di esposi-
zione. Si fara il possibile, nelle camere d’esposizione “a naso solo”, per evitare la reinalazione. La concentrazione
di ossigeno deve essere pari ad almeno il 19 % e la concentrazione di biossido di carbonio non deve superare
I'l %. Qualora si ritenga di non poter rispettare queste concentrazioni, ¢ necessario misurare le concentrazioni di
ossigeno e di anidride carbonica. Se le misurazioni effettuate il primo giorno di esposizione dimostrano che i
livelli di questi gas sono corretti, non occorrono altre misurazioni.

Temperatura e umidita relativa della camera

22. La temperatura della camera deve essere mantenuta a 22 °C + 3 °C. Sia nel caso delle esposizioni “a naso solo”
che per le esposizioni “a corpo intero”, I'umidita relativa nella zona in cui respira I'animale ¢ costantemente
monitorata e registrata ogni ora nel corso di ciascuna esposizione, se possibile. L'umidita relativa deve prefe-
ribilmente essere mantenuta tra 30 e 70 % ma pud accadere che questi valori non siano raggiungibili (ad
esempio, nel caso delle miscele acquose) o che 'umidita non possa essere misurata per via delle interferenze
della sostanza con il presente metodo di prova.
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Sostanza chimica in esame: Concentrazione nominale

23. Laddove possibile, si deve calcolare e registrare la concentrazione nominale nella camera di esposizione. La
concentrazione nominale ¢ data dalla massa della sostanza in esame generata divisa per il volume di aria che ¢
passato nel sistema della camera di inalazione. La concentrazione nominale non serve a caratterizzare l'espo-
sizione degli animali, ma un confronto tra la concentrazione nominale e la concentrazione reale da un'indica-
zione dell'efficienza di produzione del sistema di prova e puo essere utile per individuare eventuali problemi di
produzione.

Sostanza chimica in esame: Concentrazione reale

24. La concentrazione reale ¢ la concentrazione della sostanza in esame prelevata nella zona della camera di
inalazione in cui gli animali respirano. Le concentrazioni reali possono essere determinate con metodi specifici
(ad esempio campionamento diretto, metodi di adsorbimento o di reazione chimica, e successiva caratterizza-
zione analitica) o con metodi non specifici, come l'analisi gravimetrica mediante filtrazione. 1l ricorso all'analisi
gravimetrica ¢ ammissibile solo per gli aerosol di polveri che contengono un unico componente o per gli
aerosol di liquidi poco volatili e deve fondarsi su opportune caratterizzazioni specifiche della sostanza in esame
effettuate prima dello studio in corso. E possibile ricorrere all'analisi gravimetrica per determinare la concen-
trazione di un aerosol che contiene varie componenti in polvere, ma occorrono dati analitici che dimostrino che
la composizione del materiale in sospensione nell'aria & analoga a quella del materiale di partenza. In assenza di
questi dati, puo essere necessario rianalizzare periodicamente la sostanza in esame (idealmente in sospensione
nell'aria) durante lo studio. Per gli agenti aerosolizzati che possono evaporare o sublimarsi, occorre dimostrare
che tutte le fasi sono state raccolte con il metodo prescelto.

25. Nel corso dell'intero studio, ¢ opportuno utilizzare, se possibile, un unico lotto della sostanza in esame e il
campione va conservato in condizioni che ne mantengano la purezza, l'omogeneita e la stabilita. Prima di
iniziare lo studio, occorre caratterizzare la sostanza in esame, valutandone anche la purezza e, se tecnicamente
fattibile, I'identita e le quantita dei contaminanti e delle impurita individuati. A tal fine occorre conoscere quanto
meno i dati seguenti: tempo di ritenzione e relativa area del picco, peso molecolare risultante dalla spettroscopia
di massa o dalla gascromatografia, oppure altre stime. Il laboratorio che effettua la prova non ¢ responsabile
dell'identita del campione in esame, tuttavia per precauzione il laboratorio potrebbe confermare almeno una
parte delle caratteristiche fornite dallo sponsor (colore, natura fisica ecc.).

26. L'atmosfera di esposizione deve essere mantenuta costante nei limiti del possibile. Per verificare la stabilita delle
condizioni di esposizione si puo utilizzare un dispositivo di monitoraggio in tempo reale, come un fotometro
per aerosol o un analizzatore di idrocarburi totali per i vapori. La concentrazione reale della camera deve essere
misurata almeno 3 volte nel corso di ogni giorno di esposizione per ciascun livello di esposizione. Se cio non ¢
possibile, per via di limitazioni inerenti al flusso d’'aria o delle basse concentrazioni, ¢ possibile prelevare un
campione per periodo di esposizione. Idealmente si deve prelevare questo campione per lintero periodo di
esposizione. La concentrazione dei singoli campioni prelevati nella camera non deve deviare dalla concentra-
zione media della camera piti del £ 10 %, nel caso di gas e vapori, o + 20 % nel caso degli aerosol liquidi o
solidi. Occorre calcolare e prender nota del tempo necessario affinché la camera di esposizione raggiunga
I'equilibrio (tgs). La durata di unesposizione copre il tempo di produzione della sostanza in esame, ivi compreso
il tempo necessario per raggiungere I'equilibrio delle concentrazioni nella camera (tgs) e il loro declino. Il
documento di orientamento n. 39 (2) contiene indicazioni per la stima di tgs.

27. Per miscele molto complesse costituite da gas/vapori e aerosol (ad esempio, atmosfere di combustione e
sostanze chimiche generate per propulsione da appositi prodotti/dispositivi finali), ogni fase pud comportarsi
diversamente nella camera di inalazione. Per ciascuna fase (gas/vapore e aerosol) occorre pertanto scegliere
almeno una sostanza indicatrice (analita), normalmente il principio attivo principale della miscela. Quando la
sostanza chimica in esame ¢ una miscela, nella relazione dovra essere indicata la concentrazione analitica per
l'intera miscela e non solo quella del principio attivo o della sostanza indicatrice (analita). Informazioni
aggiuntive sulle concentrazioni reali sono reperibili nel documento d’orientamento n. 39 (2).

Sostanza chimica in esame: Distribuzione granulometrica

28. La distribuzione granulometrica degli aerosol deve essere determinata almeno una volta la settimana per
clascuna concentrazione, utilizzando un impattore a cascata o un altro strumento, come uno spettrometro
APS (Aerodynamic Particle Sizer). Se i risultati ottenuti con l'impattore a cascata e con l'altro strumento risultano
equivalenti, quest'ultimo puo essere utilizzato nel corso dell'intero studio.

29. Per confermare l'efficienza di estrazione dello strumento principale, occorre utilizzare parallelamente un secondo
strumento, come un filtro gravimetrico o un impinger/gorgogliatore. La concentrazione massica ottenuta
dall'analisi granulometrica deve avvicinarsi, con scarti ragionevoli, a quella ottenuta con lanalisi su filtri [cfr.
documento di orientamento n. 39 (2)]. Se questa equivalenza puod essere dimostrata a tutte le concentrazioni
saggiate nella fase iniziale dello studio, non ¢ necessario effettuare ulteriori misurazioni di conferma. Per il
benessere degli animali occorre ridurre il piti possibile i dati incerti che potrebbero comportare la necessita di
ripetere uno studio.

30. E necessario effettuare un’analisi granulometrica nel caso di vapori che rischiano di condensarsi e formare
aerosol o se si rilevano particelle in un’atmosfera di vapori che si presume possano formare fasi miste.
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OSSERVAZIONI

31. Prima e dopo il periodo di esposizione & necessario eseguire frequenti esami clinici degli animali. Osservazioni
pitt frequenti possono essere utili in funzione della risposta degli animali nel corso dell'esposizione. Quando
l'osservazione degli animali ¢ ostacolata dai tubi di contenzione, dalla scarsa illuminazione nella camere “a corpo
intero” o da atmosfere opache, gli animali vanno attentamente osservati dopo l'esposizione. Le osservazioni fatte
prima dell’'esposizione del giorno successivo possono rilevare I'eventuale reversibilita o esacerbazione degli effetti
tossici.

32. Tutte le osservazioni vanno registrate e riportate singolarmente per ciascun animale. Nel caso di animali
sottoposti a eutanasia o rinvenuti morti, il momento del decesso deve essere registrato con la massima
precisione possibile.

33. Si osserveranno eventuali alterazioni della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose, del sistema respiratorio e
circolatorio, del sistema nervoso, dell’attivita somatomotoria e del comportamento. Particolare attenzione deve
essere rivolta all'osservazione di tremori, convulsioni, salivazione, diarrea, letargia, sonno e coma. La misura
della temperatura rettale pud corroborare una bradipnea riflessa o un’ipofipertermia causate dall'esposizione o
dalla reclusione. Lo studio puod prevedere ulteriori valutazioni riguardanti: cinetica, biomonitoraggio, funzione
polmonare, ritenzione di materiali scarsamente solubili che si accumulano nel tessuto polmonare e variazioni
comportamentali.

PESO CORPOREO

34. 1l peso di ogni singolo animale deve essere registrato immediatamente prima dell'esposizione (giorno 0), e due
volte la settimana successivamente (ad esempio: il venerdi e il lunedi per verificare il recupero dopo un fine
settimana senza esposizione, o a intervalli di tempo che consentano di valutare la tossicita sistemica) e al
momento della morte o dell'eutanasia. In assenza di effetti nel corso delle prime 2 settimane, il peso corporeo
puo essere misurato ogni settimana fino al termine dello studio. Gli animali del gruppo satellite (studio di
reversibilita) devono continuare ad essere pesati a cadenza settimanale per lintero periodo di recupero. Al
termine dello studio, tutti gli animali devono essere pesati prima delleutanasia per non falsare il calcolo del
rapporto tra il peso degli organi e il peso corporeo.

CONSUMO DI ALIMENTI E DI ACQUA

35. Si deve procedere settimanalmente alla misura del consumo alimentare, anche il consumo di acqua puo essere
misurato.

PATOLOGIA CLINICA

36. Tutti gli animali, ivi compresi quelli dei gruppi di controllo e dei gruppi satelliti, una volta sacrificati devono
essere sottoposti a esami clinici. L'intervallo di tempo tra la fine dell'esposizione e il prelievo di sangue deve
essere annotato, soprattutto quando la ricostituzione dellendpoint ¢ rapida. Alla fine dell'esposizione, si racco-
manda il campionamento per i parametri caratterizzati da una breve emivita del plasma (COHb, CHE e MetHb).

37. Nella tabella 1 sono elencati i parametri di patologia clinica generalmente necessari per gli esami tossicologici.
L'esame delle urine non ¢ sempre richiesto, ma puo essere effettuato se ritenuto utile in funzione della tossicita
prevista o osservata. Per caratterizzare meglio la tossicita della sostanza in esame, il responsabile dello studio
puo decidere di valutare ulteriori parametri (ad esempio attivita colinesterasica, lipidi, ormoni, equilibrio acido/
base, metaemoglobina o corpi di Heinz, creatinina chinasi, rapporto mieloide/eritroide, troponina, emogas,
lattato deidrogenasi, sorbitolo deidrogenasi, glutammato-deidrogenasi e gamma-glutamil transpeptidasi).

Tabella 1

Parametri standard di patologia clinica

Ematologia
Conteggio eritrocitario Conta totale dei globuli bianchi
Ematocrito Conta differenziale dei globuli bianchi
Concentrazione dellemoglobina Conta delle piastrine
Tenore globulare medio in emoglobina Coagulabilita (scegliere un parametro):
Volume medio corpuscolare — Tempo di protrombina
Concentrazione di emoglobina corpuscolare media — Tempo di coagulazione
Reticolociti — Tempo di tromboplastina parziale attivata
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Chimica clinica

Glucosio (*) Alanina-aminotransferasi
Colesterolo totale Aspartato amminotransferasi
Trigliceridi Fosfatasi alcalina

Azoto ureico ematico Potassio

Bilirubina totale Sodio

Creatinina Calcio

Proteina totale Fosforo

Albumina Cloruro

Globulina

Esame delle urine (facoltativo)

Aspetto (colore e torbidita) Proteina totale

Volume Glucosio

Densita relativa o osmolalita Sangue/cellule ematiche
pH

(*

1l responsabile dello studio decidera se per gli animali ¢ necessario un periodo di digiuno, in quanto un lungo periodo di
digiuno pud portare a misurazioni del glucosio parzialmente errate negli animali esposti rispetto agli animali del gruppo di
controllo. Se si ricorre al digiuno, occorre che il periodo sia adeguato in funzione della specie utilizzata; per il ratto pud
essere di 16 ore (digiuno notturno). La determinazione della glicemia a digiuno pud essere effettuata dopo il digiuno
notturno, nel corso dell'ultima settimana di esposizione, o dopo la notte di digiuno notturno precedente l'autopsia (in tal
caso insieme a tutti gli altri parametri di patologia clinica).

38. Qualora esista la prova che le vie respiratorie inferiori (gli alveoli) sono il principale sito di deposito e ritenzione,
si pud ricorrere al lavaggio broncoalveolare (BAL) come tecnica migliore per analizzare quantitativamente i
parametri del rapporto dose-effetto, incentrandosi soprattutto sullalveolite, 'inflammazione polmonare e la
fosfolipidosi. Questo esame consente di analizzare adeguatamente l'evoluzione del rapporto dose-effetto e del
decorso temporale di una lesione alveolare. Il fluido del lavaggio puo essere analizzato basandosi sul numero
totale e differenziale di leucociti, proteine totali e lattato deidrogenasi. Altri parametri da considerare sono quelli
indicativi di lesione lisosomiale, fosfolipidosi, fibrosi, e infiammazione irritativa o allergica che puo comprendere
la determinazione di citochine o di chemiochine proinfiammatorie. Le misure legate al BAL spesso integrano i
risultati degli esami istopatologici senza tuttavia sostituirli. Il documento di orientamento n. 39 (2) contiene le
indicazioni su come effettuare il lavaggio dei polmoni.

PATOLOGIA MACROSCOPICA E PESO DEGLI ORGANI

39. Tutti gli animali utilizzati (compresi quelli che muoiono nel corso della prova e quelli che sono ritirati dallo
studio per motivi legati al loro benessere) devono essere sottoposti al dissanguamento totale (se fattibile) e
autopsia macroscopica. Occorre annotare il tempo trascorso tra la fine dell'ultima esposizione di ogni animale e
il loro sacrificio. Se non & possibile eseguire I'autopsia subito dopo il rilevamento del decesso, 'animale deve
essere refrigerato (non congelato) ad una temperatura sufficientemente bassa da ridurre al minimo l'autolisi.
L'autopsia deve essere eseguita non appena possibile, di norma entro un giorno o due dal decesso. Per ogni
animale si annoteranno tutte le alterazioni patologiche macroscopiche, prestando particolare attenzione a quelle
delle vie respiratorie.

40. Nella tabella 2 sono elencati gli organi e i tessuti che devono essere conservati in un ambiente adeguato nel
corso dell'autopsia macroscopica ai fini dell'esame istopatologico. La conservazione degli organi e dei tessuti [tra
parentesi quadre] e di qualsiasi altro organo o tessuto sono a discrezione del responsabile dello studio. Gli
organi indicati in grassetto devono essere espiantati e pesati allo stato umido, appena possibile dopo la
dissezione, per evitare l'essiccamento. La tiroide e gli epididimi devono essere pesati solo se necessario in
quanto la loro asportazione pud ostacolare la valutazione istopatologica. Gli organi e i tessuti sono fissati
mediante formalina tamponata al 10 % o un altro fissativo adeguato, non appena finita I'autopsia e non meno
di 24-48 ore prima dell'ablazione, in funzione del fissativo utilizzato.
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Tabella 2

Organi e tessuti preservati nel corso dell'autopsia macroscopica

Ghiandole surrenali Vescicole seminali
Midollo osseo (e/o aspirato fresco di midollo) Midollo spinale (cervicale, mediotoracico e lombare)

Cervello (incluse le sezioni di cervello, cervelletto, Milza

bulbo/ponte)

[Occhi (retina, nervo ottico) e palpebre] Stomaco

Cuore Testicoli

Reni Timo

Laringe (3 livelli, 1 livello per comprendere la base [

dell'epiglottide) Tiroide

Fegato Trachea almeno a 2 livelli, ivi comprese 1 sezione lon-

gitudinale attraverso la carena e 1 sezione trasversale)
Polmone (tutti i lobi ad un livello, compresi i bron-
chi principali) [Vescica]
Linfonodi della regione ilare del polmone, soprat-
tutto per il particolato di sostanze chimiche poco | Utero
solubile. Per esami piti approfonditi efo studi incen-
trati sullaspetto immunologico, si possono esami-
nare anche altri linfonodi, ad esempio quelli delle
regioni mediastinale, cervicale[submandibolare efo
auricolare.

Tutte le lesioni macroscopiche

Tessuti nasofaringei (almeno 4 livelli; 1 livello per
comprendere il dotto nasofaringeo e il tessuto asso-
ciato al naso — Nasal Associated Lymphoid Tissue —
NALT)

Esofago

[Bulbo olfattivo]

Ovaie

41. I polmoni devono essere asportati intatti, pesati e trattati con un fissativo idoneo ad una pressione di 20-30 cm
di acqua per garantire che la struttura dei polmoni venga preservata (5). Le sezioni sono prelevate per tutti i lobi
ad un livello, ivi inclusi i bronchi principali, ma se si effettua un lavaggio polmonare, il lobo che non ¢ stato
lavato ¢ sezionato su tre livelli (non sezioni in serie)

42. Si devono esaminare almeno 4 livelli di tessuti rinofaringei, uno dei quali deve comportare il canale rinofaringeo
(5) (6) (7) (8) (9) per permettere un esame adeguato dellepitelio squamoso, transizionale (respiratorio non
cigliato), respiratorio (respiratorio cigliato) e olfattivo, nonché del tessuto linfatico (NALT) (10) (11). Occorre
inoltre esaminare tre livelli della laringe, tra cui uno che comprenda la base dell'epiglottide (12). Occorre
esaminare almeno due livelli della trachea, ivi compresa una sezione longitudinale lungo la carena della
biforcazione dei bronchi extrapolmonari e una sezione trasversale.

ESAME ISTOPATOLOGICO

43. Una valutazione istopatologica di tutti gli organi e i tessuti di cui alla tabella 2 ¢ necessaria per i gruppi di
controllo e i gruppi trattati con la concentrazione piti elevata, e per tutti gli animali che muoiono o subiscono
l'eutanasia nel corso dello studio. Occorre prestare particolare attenzione all'apparato respiratorio, agli organi
bersaglio e alle lesioni macroscopiche. Gli organi e tessuti sui quali si riscontrano delle lesioni nel gruppo
trattato con la concentrazione piti elevata devono essere esaminati in tutti i gruppi. Il responsabile dello studio
puo decidere di effettuare valutazioni istopatologiche anche per altri gruppi al fine di dimostrare una chiara
risposta alle concentrazioni Quando si utilizza un gruppo satellite (reversibilita), la valutazione istopatologica va
eseguita su tutti i tessuti e gli organi per i quali sono stati osservati effetti nei gruppi trattati. Se nel gruppo
trattato con la concentrazione piti elevata si registra un numero eccessivo di morti premature o altri tipi di
problemi che possono compromettere il significato dei dati, occorre effettuare una valutazione istopatologica del
livello di concentrazione immediatamente inferiore. Si deve cercare di correlare le osservazioni macroscopiche
con i risultati degli esami microscopici.




19-5-2014

GAzzZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

44,

45.

DATI E RELAZIONE
Dati

Per i singoli animali occorre fornire i dati riguardanti il peso corporeo, il consumo di cibo, la patologia clinica,
la patologia macroscopica, il peso degli organi e listopatologia. I dati di osservazione clinica devono essere
riassunti in una tabella indicante, per ogni gruppo di prova, il numero di animali utilizzati, il numero di animali
che hanno manifestato segni specifici di tossicita, il numero di animali rinvenuti morti durante la prova o
sottoposti a ecutanasia, il momento del decesso di ciascun animale, la descrizione degli effetti tossici con
indicazioni sul decorso e la reversibilita, e i risultati dell'autopsia. Tutti i risultati, quantitativi e descrittivi,
devono essere valutati con un metodo statistico idoneo. Pud essere utilizzato qualsiasi metodo statistico
generalmente riconosciuto. I metodi statistici devono essere stabiliti nella fase di concezione dello studio.

Relazione sulla prova

La relazione deve contenere le seguenti informazioni, a seconda dei casi:
Animali sperimentali e condizioni di allevamento:

— descrizione delle condizioni di stabulazione, tra cui: numero (o modifica del numero) di animali per gabbia,
materiale utilizzato per la lettiera, temperatura ambiente e umidita relativa, fotoperiodo e dieta,

— specie/ceppo utilizzati e giustificazione dell'impiego di specie diverse dal ratto; Possono essere forniti dati di
origine e storici se riguardano animali esposti a condizioni di esposizione, di stabulazione e di digiuno
simili,

— numero, eta e sesso degli animali,
— metodo di randomizzazione,

— descrizione dell'eventuale condizionamento prima della prova, in particolare per quanto concerne dieta,
quarantena e terapie.

Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e, se del caso, proprieta fisico-chimiche (compresa l'isomerizzazione),

— dati di identificazione e numero CAS (Chemical Abstract Services), se noto.

Veicolo:

— motivazione dellutilizzo di un veicolo e giustificazione per la scelta del veicolo (se diverso dall'acqua),
— dati storici o paralleli che dimostrano che il veicolo non interferisce con i risultati dello studio.

Camera di inalazione:

— descrizione dettagliata della camera di inalazione, comprendente il volume e un diagramma,

— provenienza e descrizione delle apparecchiature utilizzate per 'esposizione degli animali e per la generazione
dell'atmosfera,

— apparecchi di misurazione della temperatura, dell'umidita, della granulometria e della concentrazione reale,
— fonte dell'aria e sistema di climatizzazione utilizzato,

— metodi utilizzati per calibrare l'apparecchiatura al fine di garantire l'omogeneita dell'atmosfera di prova,
— differenza di pressione (positiva o negativa),

— bocchette di esposizione per camera (“a naso solo”); ubicazione degli animali nella camera (“a corpo intero”),
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— stabilita dellatmosfera di prova,

— ubicazione dei sensori termometrici e igrometrici e dei punti di campionamento dell'atmosfera della prova
nella camera,

— trattamento dell'aria fornita/estratta,

— portate dell'aria, portata dell'aria in ogni punto di esposizione (“a naso solo”) o rapporto tra il volume
occupato dagli animali e il volume della camera (“a corpo intero”),

— tempo necessario per raggiungere I'equilibrio nella camera (tqs),

— numero di sostituzioni del volume per ora,

— dispositivi di misurazione (se applicabile).

Dati sull'esposizione:

— giustificazione della scelta della concentrazione bersaglio dello studio principale,

— concentrazioni nominali (ottenute dividendo la massa della sostanza in esame immessa nella camera d'ina-
lazione per il volume dellaria fatta circolare nella camera),

— concentrazioni reali ottenute nella zona in cui respirano gli animali; per le miscele in esame che producono
forme fisiche eterogenee (gas, vapori, aerosol), si pud analizzare separatamente ciascuna di esse,

— riportare le concentrazioni atmosferiche in unita di massa (ad esempio, mg/l, mg/m? ecc.), pitt che in unita
di volume (ad esempio, ppm, ppb ecc.),

— distribuzione della dimensione delle particelle, diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) e devia-
zione standard geometrica (), con relativi metodi di calcolo. Occorre indicare anche le singole analisi
granulometriche.

Condizioni sperimentali:

— indicazioni sulla preparazione della sostanza chimica in esame, precisando i dettagli delle procedure impie-
gate per ridurre la granulometria dei solidi o per preparare soluzioni della sostanza in esame,

— una descrizione (di preferenza corredata di uno schema) dell'apparecchiatura utilizzata per generare 'atmo-
sfera sperimentale e per esporvi gli animali,

— ragguagli sullapparecchiatura utilizzata per monitorare la temperatura, I'umidita e il flusso d'aria nella
camera (ad esempio sviluppo di una curva di calibrazione),

— informazioni sullapparecchiatura utilizzata per raccogliere campioni per la determinazione della concen-
trazione e della distribuzione della dimensione delle particelle nella camera,

— dettagli sul metodo d'analisi chimica impiegato e sulla convalida di tale metodo (specificando I'efficienza di
recupero della sostanza in esame dal mezzo campionato),

— metodo di randomizzazione per l'assegnazione degli animali nei gruppi sperimentali e di controllo,
— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua (compresi tipojorigine della dieta, origine dell'acqua),

— giustificazione della scelta delle concentrazioni sperimentali.

Risultati:

— tabella con la temperatura, l'umidita e il flusso d’aria nella camera,

— tabella con le concentrazioni nominali e reali nella camera,
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— tabella con i dati granulometrici, ivi compresi i dati analitici sul campionamento, sulla distribuzione gra-
nulometrica e i calcoli del DAMM e della o,

— tabella con i dati di risposta e livello di concentrazione per ciascun animale (vale a dire animali che
manifestano segni di tossicita, mortalitd compresa, natura, gravita, inizio e durata degli effetti),

— tabella con il peso dei singoli animali,

— tabella con il consumo di cibo,

— tabella con i dati clinico-patologici,

— reperti necroscopici ed reperti istopatologici per ciascun animale, se disponibili,
— tabella con altri eventuali parametri misurati.

Discussione e interpretazione dei risultati:

— occorre dare particolare importanza alla descrizione dei metodi impiegati per soddisfare i criteri del presente
metodo di prova, ad esempio per quanto concerne la concentrazione limite o la granulometria,

— occorre esaminare la respirabilita delle particelle alla luce dei risultati complessivi, in special modo se i criteri
granulometrici non sono stati soddisfatti,

— si deve tenere conto, nella valutazione globale dello studio, della coerenza dei metodi utilizzati per deter-
minare le concentrazioni nominali e reali e considerare il rapporto tra di esse,

— si deve esaminare la causa probabile di decesso e il meccanismo d'azione prevalente (sistemico o locale),

— occorre fornire delle spiegazioni qualora sia stato necessario sottoporre ad eutanasia animali che manife-
stavano dolore intenso efo segni di sofferenza grave e persistente, in base ai criteri illustrati nel documento
di orientamento delllOCSE citato in bibliografia al punto (3),

— occorre individuare gli organi bersaglio,

— occorre definire il livello fino al quale non si osservano effetti dannosi (NOAEL) e la dose minima con
effetto avverso osservabile (LOAEL).
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.»
5) i capitoli B.29 e B.30 sono sostituiti dai seguenti:

«B.29. TOSSICITA SUBACUTA PER INALAZIONE: STUDIO A 90 GIORNI

SINTESI

II presente metodo di prova rivisto B.29 ¢ stato concepito per caratterizzare pienamente la tossicita per inalazione
della sostanza per una durata subcronica (90 giorni) e fornire dati affidabili per valutazioni quantitative dei rischi
legati all'inalazione. Dei gruppi di roditori, composti da almeno 10 maschi e 10 femmine, sono esposti per 6 ore al
giorno per 90 giorni (13 settimane) a: a) la sostanza in esame a tre livelli di concentrazione o pit; b) all'aria filtrata
(controllo negativo); efo c) al veicolo (gruppi di controllo del veicolo). Di norma gli animali sono esposti alla sostanza
in esame per 5 giorni la settimana ma ¢ possibile anche esporli 7 giorni su 7. Vengono sempre testati sia maschi che
femmine, ma possono essere esposti a livelli di concentrazione diversi se uno dei due sessi ¢ notoriamente pil
sensibile ad una determinata sostanza. Per caratterizzare in modo piti adeguato la tossicita della sostanza in esame, il
presente metodo consente al responsabile dello studio di includere dei gruppi satellite (reversibilita), sacrifici inter-
medi, lavaggio bronchioalveolare (BAL), esami neurologici e ulteriori valutazioni istopatologiche o di patologia
clinica.

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche 413
(2009). La prima linea guida dell’lOCSE sulla tossicita subcronica per inalazione n. 413 ¢ stata adottata nel 1981
(1). Questo metodo di prova B.29 (che corrisponde alla linea guida n. 413 rivista del 2009) ¢ stato aggiornato
per tenere conto dei progressi scientifici e rispondere alle esigenze normative attuali e future.

2. Gli studi di tossicita subcronica per inalazione sono utilizzati principalmente per calcolare le concentrazioni
stabilite dalla normativa per valutare i rischi per i lavoratori nellambiente professionale. Servono anche a
valutare i rischi per le persone nelle abitazioni, i trasporti e 'ambiente. Il presente metodo consente di carat-
terizzare gli effetti avversi risultanti da un’esposizione quotidiana ripetuta, per inalazione, ad una sostanza per 90
giorni (che corrisponde a circa 10 % della durata di vita di un ratto). I dati tratti dagli studi sulla tossicita
subcronica per inalazione possono servire per le stime quantitative dei rischi e la scelta delle concentrazioni negli
studi di tossicita cronica. Il presente metodo di prova non ¢ destinato specificatamente ai test sui nanomateriali.
Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova sono riportate alla fine del capitolo e nel
documento di orientamento n. 39 (2).

CONSIDERAZIONI INIZIALI

3. 1l laboratorio deve tenere conto di tutte le informazioni disponibili sulla sostanza in esame prima di svolgere la
prove, in modo da migliorare la qualita dello studio e ridurre al minimo l'utilizzo di animali. Tre le informazioni
utili per la scelta delle concentrazioni adeguate si annoverano: Iidentita, la struttura chimica e le proprieta fisico-
chimiche della sostanza in esame, i risultati di eventuali altre prove di tossicita in vitro o in vivo; gli impieghi
previsti o i rischi di esposizione umana, i dati (Q)SAR disponibili e i dati tossicologici in merito a sostanze
chimiche di struttura affine; o dati tratti da altri studi di esposizione ripetuta. Se nel corso dello studio si
prevedono o si constatano effetti neurotossici, il responsabile dello studio pud decidere di includere le valuta-
zioni ritenute necessarie e anche una serie di osservazioni funzionali (functional observational battery — fob) e
misurazioni dell'attivita motoria. Lo svolgimento di questi esami aggiuntivi non interferisce con I'impostazione di
base dello studio, anche se la durata delle esposizioni pud essere fondamentale in relazione ad alcuni esami
specifici.

4. Le diluzioni di sostanze corrosive o irritanti possono essere saggiate a concentrazioni che consentono di
conseguire il grado di tossicita auspicato. Per ulteriori informazioni si invita a consultare il documento di
orientamento n. 39 (2). Nell'esposizione degli animali a questa sostanze, le concentrazioni auspicate devono
essere sufficientemente basse da non provocare dolore e stress intensi, pur essendo sufficienti a prolungare la
curva concentrazione-risposta fino a dei livelli corrispondenti all'obiettivo scientifico e regolamentare della prova.
La scelta di queste concentrazioni deve avvenire caso per caso, di preferenza in base ad uno studio di tipo range
finding adeguatamente impostato che fornisca informazioni sull'endpoint critico, le eventuali soglie di irritazione
e il momento dell'insorgenza degli effetti (cfr. paragrafi da 11 a 13). Occorre fornire la giustificazione della scelta
delle concentrazioni.

5. Gli animali moribondi o chiaramente sofferenti o recanti segni gravi e persistenti di sofferenza devono essere
sottoposti a eutanasia. Gli animali moribondi sono considerati alla stregua degli animali che muoiono nel corso
della prova. I criteri da applicare per decidere in merito all'eutanasia degli animali moribondi o in stato di grave
sofferenza sono oggetto di un documento d’orientamento dellOCSE, che contiene anche indicazioni su come
riconoscere i segni di morte prevedibile o imminente (3).
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DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

6. Si devono utilizzare roditori adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. La
specie preferita ¢ il ratto. In caso di utilizzo di un‘altra specie ¢ necessario motivarne la scelta.

Preparazione degli animali

7. Le femmine devono essere nullipare e non gravide. Il giorno della randomizzazione gli animali selezionati
devono essere giovani adulti di eta compresa tra 7 e 9 settimane. Il loro peso corporeo non deve superare di
+20 % del peso medio per ciascun sesso. Gli animali sono scelti in modo casuale, marchiati per consentire
l'individuazione dei singoli esemplari e tenuti nelle gabbie per almeno 5 giorni prima dellinizio della prova,
affinché si acclimatino alle condizioni di laboratorio,.

Condizioni di allevamento degli animali

8. Gli animali devono essere identificati individualmente, possibilmente mediante dispositivi subcutanei al fine di
agevolarne l'osservazione e evitare qualsiasi confusione. La temperatura dello stabulario deve essere di 22 + 3 °C.
L'umidita relativa va idealmente mantenuta tra 30 e 70 %, anche se cid potrebbe non essere possibile quando si
utilizza l'acqua come veicolo. Prima e dopo lesposizione, gli animali sono generalmente tenuti in gabbia,
suddivisi per sesso e concentrazione, ma il numero di animali per gabbia non deve interferire con un’agevole
osservazione di ogni singolo animale e deve ridurre al minimo le perdite dovute a cannibalismo e combatti-
menti. Se l'esposizione avviene “a naso solo”, potrebbe essere necessario abituarli ai dispositivi di contenzione,
che non devono provocare agli animali eccessivi stress fisici, termici o dinamici. La contenzione puo incidere sui
parametri fisiologici, come la temperatura corporea (ipertermia) efo il volume respiratorio al minuto. Se si
dispone di dati generici che dimostrano che nessuna di queste alterazioni avviene a un livello apprezzabile, il
periodo di adattamento ai dispositivi di contenzione non ¢ necessario. Gli animali esposti “a corpo intero” ad un
aerosol devono essere stabulati separatamente per la durata dell'esposizione per evitare che filtrino l'aerosol
attraverso il pelo degli altri animali presenti nella gabbia. Salvo nei periodi di esposizione, gli animali possono
essere nutriti in base a diete convenzionali e certificate da laboratorio, accompagnate da acqua potabile a
volonta. Lilluminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita.

Camere di inalazione

9. La scelta della camera di inalazione dipende dalla natura della sostanza chimica in esame e dalla finalita della
prova. Il metodo preferito di esposizione ¢ quello per via nasale (con cui s'intende l'esposizione unicamente della
testa, del naso o del muso). Di norma si predilige 'esposizione per via nasale per gli studi di acrosol liquidi o
solidi e di vapori che si possono condensare sotto forma di aerosol. L'esposizione “a corpo intero” pud essere pitt
indicata per conseguire obiettivi di studio particolari, ma tale scelta deve essere giustificata nella relazione sullo
studio. Per garantire la stabilita atmosferica di una camera di esposizione “a corpo intero”, il volume complessivo
degli animali sottoposti alla prova non deve superare il 5% del volume della camera. 1l documento di orien-
tamento n. 39 (2) descrive i principi delle tecniche di esposizione “a corpo intero” e per sola via nasale, nonché i
relativi vantaggi e svantaggi.

STUDI DI TOSSICITA
Concentrazioni limite

10. A differenza degli studi di tossicita acuta, per gli studi di tossicita subcronica per inalazione non ¢ definita la
concentrazione massima. La concentrazione massima testata deve tenere conto di: 1) la concentrazione massima
raggiungibile; 2) il livello di esposizione umana corrispondente al “peggiore dei casi”; 3) la necessita di mantenere
un'adeguata alimentazione di ossigeno; efo 4) il benessere degli animali. In assenza di limiti basati sui dati, si
possono utilizzare i valori limite del regolamento (CE) n. 1272/2008 (13) (ossia una concentrazione massima di
5 mg/l per gli aerosol, di 20 mg/l per i vapori e 20 000 ppm per i gas); cfr. documento di orientamento n. 39
(2). Qualora sia necessario superare questi valori limite, per le prove con gas o sostanze fortemente volatili (ad
esempio i refrigeranti), occorre giustificare questo superamento. La concentrazione limite deve provocare una
chiara tossicita, senza causare stress eccessivo per gli animali né incidere sulla loro longevita (3).

Studio per la determinazione dell'intervallo di dosi (range finding)

11. Prima di iniziare lo studio principale, ¢ di norma necessario effettuare uno studio preliminare di tipo range
finding. Uno studio di questo tipo ¢ pitt completo di uno studio di osservazione perché non si limita alla scelta
delle concentrazioni. Le conoscenze acquisite grazie a questo tipo di studio possono determinare il buon esito
dello studio principale. Uno studio per determinare l'adeguato intervallo di dosi pud, ad esempio, fornire
informazioni tecniche sul metodo di analisi, la dimensione delle particelle, la scoperta di meccanismi di tossicita,
i dati istopatologici e di patologia clinica e le stime circa le concentrazioni NOAEL e MTC nello studio principale.
11 responsabile dello studio puo decidere di utilizzare uno studio di tipo range finding per individuare: la soglia di
irritazione dell'apparato respiratorio (ad esempio mediante istopatologia dellapparato respiratorio, test sulla
funzionalita polmonare e lavaggi broncoalveolari), la concentrazione piti alta tollerata dagli animali senza
provocare stress eccessivo e i parametri che permetteranno di caratterizzare al meglio la tossicita della sostanza
in esame.
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12. Uno studio per la determinazione degli intervalli di dose puo comportare uno o pit livelli di concentrazione. In
funzione degli effetti da misurare selezionati si devono esporre da tre a sei maschi e da tre a sei femmine a
ciascun livello di concentrazione. Lo studio in questione deve durare da un minimo di 5 giorni ad un massimo
di 28 giorni. Nella relazione sullo studio & opportuno illustrare la ragione della scelta delle concentrazioni per lo
studio principale. il cui scopo ¢ dimostrare una relazione concentrazione-risposta sulla base dell'endpoint
ritenuto a priori pil sensibile La concentrazione inferiore deve essere del tipo NOAEL mentre la concentrazione
pitr elevata deve comportare una chiara tossicita, senza causare stress eccessivo per gli animali né incidere sulla
loro longevita (3).

13. Nello studio di tipo range finding, al momento della scelta dei livelli di concentrazione occorre tener conto di
tutte le informazioni disponibili, anche quelle relative alle relazioni struttura-attivita e i dati concernenti sostanze
chimiche analoghe (cfr. paragrafo 3). Lo studio di determinazione dellintervallo di dosi pud confermare o
invalidare la scelta degli endpoint ritenuti piti sensibili secondo criteri meccanicisti, come Iinibizione della
colinesterasi dovuta a organofosfati, la formazione di metaemoglobine da parte di agenti eritrotossici, gli ormoni
tiroidei (T3 e T,) per i tireotossici, le proteine, la LDH, i neutrofili nei lavaggi broncoalveolari nel caso di
particelle inoffensive scarsamente solubili o di aerosol irritanti per i polmoni.

Studio principale

14. Uno studio principale di tossicita subcronica di norma comprende tre livelli di concentrazione e, parallelamente,
controlli negativi (aria) efo del veicolo, se necessario (cfr. paragrafo 18). Per scegliere i livelli di esposizione
adeguati, occorre avvalersi di tutte le informazioni disponibili, ivi compresi i risultati degli studi di tossicita
sistemica, studi sul metabolismo e la cinetica (occorre fare il possibile per evitare livelli di concentrazione elevati
caratterizzati da processi cinetici di saturazione). Ogni gruppo comprende 20 roditori (10 maschi e 10 femmine)
che sono esposti alla sostanza in esame per 6 ore al giorno, 5 giorni la settimana per 13 settimane (per una
durata totale dello studio di 90 giorni). Gli animali possono anche essere esposti per 7 giorni su 7 (ad esempio
nel caso di prove su prodotti farmaceutici inalati). Se uno dei due sessi € notoriamente piu sensibile alla sostanza
in esame, i livelli di concentrazione possono differire secondo il sesso al fine di ottimizzare la concentrazione-
risposta come indicato al paragrafo 15. Se per l'esposizione “a naso solo” s'impiegano specie di roditori diverse
dai ratti, ¢ possibile adeguare la durata massima d’esposizione per ridurre al minimo lo stress tollerato dalla
specie in causa. La scelta di una durata di esposizione inferiore a 6 ore o superiore (ad esempio 22 ore al giorno)
deve essere debitamente motivata. [cfr. il documento di orientamento n. 39 (2)]. Durante il periodo di esposi-
zione 'alimentazione va sospesa, a meno che l'esposizione quotidiana sia superiore a 6 ore. Nel corso dell'espo-
sizione “a corpo intero” si pud continuare a somministrare acqua.

15. Le concentrazioni bersaglio selezionate devono consentire di individuare l'organo o gli organi bersaglio e di
evidenziare una concentrazione-risposta chiara.

— 1l livello di concentrazione elevato deve produrre effetti tossici senza provocare segni persistenti o la morte
che impedirebbero una valutazione significativa dei risultati

— Il o i livelli di concentrazione medi devono essere intervallati in modo da produrre una graduazione degli
effetti tossici tra la bassa e l'alta concentrazione

— 1l livello di dose inferiore non deve produrre effetti tossici o al massimo effetti poco rilevanti.

Sacrifici intermedi

16. Se si prevedono sacrifici intermedi, ad ogni esposizione il numero di animali deve essere aumentato del numero
di animali che si prevede di sacrificare prima del completamento dello studio. Occorre fornire la giustificazione
del ricorso ai sacrifici intermedi di cui si deve tenere adeguatamente conto nelle analisi statistiche.

Studio di gruppi satelliti (studio di reversibilita)

17. Uno studio di reversibilita puo essere utilizzato per evidenziare il carattere reversibile persistente o ritardato della
tossicita, per un periodo post-trattamento di una durata adeguata, e comunque di almeno 14 giorni. I gruppi
satellite sono costituiti da 10 maschi e 10 femmine esposti contemporaneamente agli animali in esame nel-
l'ambito dello studio principale. Questi gruppi devono essere esposti alla concentrazione piti elevata della
sostanza in esame. Sarebbe opportuno utilizzare anche un gruppo di controllo dell'aria efo un gruppo di
controllo del mezzo (cfr. paragrafo 18).

Animali di controllo

18. Gli animali del controllo negativo (aria) devono essere trattati come gli animali del gruppo soggetto alla prova,
con la sola differenza che sono esposti ad aria filtrata e non alla sostanza in esame. Quando per produrre
'atmosfera di prova si utilizza acqua o un’altra sostanza, occorre integrare nello studio un gruppo di controllo
del veicolo al posto del gruppo di controllo negativo (aria). Laddove possibile ¢ opportuno utilizzare 'acqua
come veicolo. In tal caso, gli animali del gruppo di controllo devono essere esposti all'aria caratterizzata dalla
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stessa umidita relativa dell'aria del gruppo in esame. La selezione di un veicolo adeguato deve basarsi su dati
dello studio preliminare o storici adeguati. Qualora non si disponga di informazioni sufficienti sulla tossicita di
un veicolo, il responsabile dello studio pud utilizzare un gruppo di controllo negativo (aria) e un gruppo di
controllo del veicolo, anche se questa opzione & vivamente sconsigliata. Se i dati storici indicano che un veicolo
non ¢ tossico, non occorre ricorrere a un gruppo di controllo negativo (aria) ma basta utilizzare un gruppo di
controllo del veicolo. Se uno studio preliminare effettuato su una sostanza in esame incorporata in un veicolo
non evidenzia nessuna tossicita, significa che il veicolo non ¢ tossico alla concentrazione testata e che si deve
utilizzare questo gruppo di controllo del veicolo.

CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Somministrazione delle concentrazioni

19. Gli animali sono esposti alla sostanza in esame sotto forma di gas, vapore, aerosol o una loro miscela. Lo stato
fisico da testare dipende dalle proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, dalle concentrazioni prescelte e/o
dalla forma fisica nella quale & piti probabile che si presenti nel corso della manipolazione e dell'utilizzo. Le
sostanze igroscopiche e reattive dal punto di vista chimico devono essere testate in atmosfera secca. Occorre
prestare attenzione al fine di evitare concentrazioni esplosive. Per ridurre la granulometria, il materiale partico-
lato puo essere sottoposto a processi meccanici. Ulteriori informazioni sono riportate nel documento di orien-
tamento n. 39 (2).

Distribuzione granulometrica

20. La granulometria deve essere effettuata per tutti gli aerosol e i vapori che potrebbero condensarsi e formare
aerosol. Per consentire I'esposizione di tutte le zone pertinenti delle vie respiratorie, si raccomanda di utilizzare
degli aerosol con diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) da 1 a 3 pum, con una deviazione standard

geometrica (o) compresa tra 1,5 ¢ 3 (4). Occorre fare quanto possibile per rispettare queste condizioni, ma

qualora non c si riuscisse ¢ necessario fornire il parere di un esperto. Ad esempio le particelle dei fumi metallici
possono essere pitt piccole dello standard indicato, mentre le particelle caricate e le fibre possono essere pit

grandi rispetto a tale standard.

Preparazione della sostanza in esame in un veicolo

21. Idealmente la sostanza deve essere testata senza un veicolo. Qualora sia necessario utilizzare un veicolo per
ottenere la concentrazione e la granulometria adeguate della sostanza in esame, ¢ preferibile utilizzare I'acqua.
Quando una sostanza ¢ disciolta in un veicolo, occorre verificarne la stabilita.

MONITORAGGIO DELLE CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Flusso d’aria nella camera di esposizione

22. Durante ogni esposizione ¢ necessario regolare attentamente, monitorare in continuo e registrare almeno una
volta l'ora il flusso d’aria nella camera. Il monitoraggio in tempo reale della concentrazione (o stabilita tempo-
rale) dell'atmosfera di prova costituisce una misura permanente di tutti i parametri dinamici e un modo indiretto
di controllarle tutti i parametri importanti per I'inalazione. Se la concentrazione ¢ monitorata in tempo reale, la
frequenza di misurazione della portata dellaria puo essere diminuita ad un'unica misurazione per giorno di
esposizione. Si fara il possibile, nelle camere d’esposizione “a naso solo”, per evitare la reinalazione. La concen-
trazione di ossigeno deve essere pari ad almeno il 19 % e la concentrazione di biossido di carbonio non deve
superare I'l %. Qualora si ritenga di non poter rispettare queste concentrazioni, ¢ necessario misurare le concen-
trazioni di ossigeno e di anidride carbonica. Se le misurazioni effettuate il primo giorno di esposizione dimo-
strano che i livelli di questi gas sono corretti, non occorrono altre misurazioni.

Temperatura e umidita relativa della camera

23. La temperatura della camera deve essere mantenuta a 22 °C + 3 °C. Sia nel caso delle esposizioni “a naso solo”
che per le esposizioni “a corpo intero”, 'umidita relativa nella zona in cui respira I'animale ¢ costantemente
monitorata e registrata ogni ora nel corso di ciascuna esposizione, se possibile. L'umidita relativa deve preferi-
bilmente essere mantenuta tra 30 e 70 % ma puo accadere che questi valori non siano raggiungibili (ad esempio,
quando si studiano miscele acquose) o che non possa essere misurata per via delle interferenze della sostanza
con il presente metodo di prova.

Sostanza chimica in esame: Concentrazione nominale

24. Laddove possibile, si deve calcolare e registrare la concentrazione nominale nella camera di esposizione. La
concentrazione nominale ¢ data dalla divisione della massa della sostanza in esame generata per il volume di aria
che ¢ passato nel sistema della camera di inalazione. La concentrazione nominale non serve a caratterizzare
I'esposizione degli animali, ma un confronto tra la concentrazione nominale e la concentrazione reale da
un’indicazione dellefficienza di produzione del sistema di prova e pud essere utile per individuare eventuali
problemi di produzione.
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Sostanza chimica in esame: Concentrazione reale

25. La concentrazione reale ¢ la concentrazione della sostanza in esame prelevata nella zona della camera di
inalazione in cui gli animali respirano. Le concentrazioni reali possono essere determinate con metodi specifici
(ad esempio campionamento diretto, metodi di adsorbimento o di reazione chimica, e successiva caratterizza-
zione analitica) o con metodi non specifici, come l'analisi gravimetrica mediante filtrazione. Il ricorso all'analisi
gravimetrica ¢ ammissibile solo per gli aerosol di polveri che contengono un unico componente o per gli aerosol
di liquidi poco volatili e deve fondarsi su opportune caratterizzazioni specifiche della sostanza in esame effettuate
prima dello studio in corso. E possibile ricorrere allanalisi gravimetrica per determinare la concentrazione di un
aerosol che contiene varie componenti in polvere, ma in tal caso occorrono dati analitici che dimostrino che la
composizione del prodotto in sospensione nell'aria ¢ analoga a quella del prodotto di partenza. In assenza di
questi dati, pud essere necessario rianalizzare periodicamente la sostanza in esame (idealmente in sospensione
nell'aria) durante lo studio. Per gli agenti aerosolizzati che possono evaporare o sublimarsi, occorre dimostrare
che tutte le fasi sono state raccolte con il metodo prescelto.

26. Nel corso dell'intero studio, si deve utilizzare, se possibile, un unico lotto della sostanza in esame e il campione
va conservato in condizioni che ne mantengano la purezza, l'omogeneita e la stabilita. Prima di iniziare lo studio,
occorre caratterizzare la sostanza in esame, valutandone anche la purezza e, se tecnicamente fattibile, I'identita e
le quantita dei contaminanti e delle impurita individuati. A tal fine occorre conoscere quanto meno i dati
seguenti: tempo di ritenzione e relativa area del picco, peso molecolare risultante dalla spettroscopia di massa
o dalla gascromatografia, oppure altre stime. Il laboratorio che effettua la prova non ¢ responsabile dell'identita
del campione in esame, tuttavia per precauzione potrebbe confermare almeno in parte le caratteristiche fornite
dallo sponsor (colore, natura fisica ecc.).

27. L'atmosfera di concentrazione deve essere mantenuta costante nei limiti del possibile. Per verificare la stabilita
delle condizioni di esposizione si pud utilizzare un dispositivo di monitoraggio in tempo reale, come un
fotometro per aerosol o un analizzatore di idrocarburi totali per i vapori. La concentrazione reale della camera
deve essere misurata almeno 3 volte nel corso di ogni giorno di esposizione per ciascun livello di esposizione. Se
cid non ¢ possibile, per via di limitazioni inerenti al flusso d'aria o delle basse concentrazioni, & possibile
prelevare un campione per periodo di esposizione. Idealmente si deve prelevare questo campione per l'intero
periodo di esposizione. La concentrazione dei singoli campioni prelevati nella camera non deve deviare dalla
concentrazione media della camera piti del + 10 %, nel caso di gas e vapori, o + 20 % nel caso degli aerosol
liquidi o solidi. Occorre calcolare e prender nota del tempo necessario affinché la camera di esposizione
raggiunga l'equilibrio (tgs). La durata di un'esposizione copre il tempo di produzione della sostanza in esame,
ivi compreso il tempo necessario affinché la camera raggiunga l'equilibrio (tgs) e la degradazione. 11 documento
di orientamento n. 39 (2) contiene indicazioni per la stima di tgs.

28. Per miscele molto complesse costituite da gas o vapori e da aerosol (ad esempio, atmosfere di combustione e
sostanze chimiche generate per propulsione da appositi prodotti/dispositivi finali), ogni fase puo comportarsi
diversamente nella camera di inalazione. Per ciascuna fase (gas/vapore e aerosol) occorre pertanto scegliere
almeno una sostanza indicatrice (analita), usualmente il principio attivo principale della miscela. Quando la
sostanza chimica in esame ¢ una miscela, nella relazione deve essere indicata la concentrazione analitica
corrispondente alla miscela e non solo quella del principio attivo o della sostanza indicatrice (analita). Informa-
zioni aggiuntive sulle concentrazioni effettive sono reperibili nel documento d'orientamento n. 39 (2).

Sostanza chimica in esame: Distribuzione granulometrica

29. La distribuzione granulometrica degli acrosol deve essere determinata almeno una volta la settimana per ciascuna
concentrazione, utilizzando un impattore a cascata o un altro strumento, come uno spettrometro APS (Aero-
dynamic Particle Sizer). Se i risultati ottenuti con I'impattore a cascata e con laltro strumento risultano equivalenti,
questultimo puo essere utilizzato nel corso dell'intero studio.

30. Per confermare lefficienza di estrazione dello strumento principale, occorre utilizzare parallelamente un secondo
strumento, come un filtro gravimetrico o un impinger/gorgogliatore. La concentrazione massica ottenuta dal-
l'analisi granulometrica deve avvicinarsi, con scarti ragionevoli, a quella ottenuta con lanalisi su filtri [cfr.
documento di orientamento n. 39 (2)]. Se questa equivalenza puo essere dimostrata a tutte le concentrazioni
saggiate nella fase iniziale dello studio, non ¢ necessario effettuare ulteriori misure di conferma. Per il benessere
degli animali occorre ridurre il pitt possibile i dati incerti che potrebbero comportare la necessita di ripetere uno
studio.

31. E necessario effettuare unanalisi granulometrica nel caso di vapori che rischiano di condensarsi e formare aerosol
o se si rilevano particelle in un’atmosfera di vapori che si presume possano formare fasi miste.
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OSSERVAZIONI

32. Prima, durante e dopo il periodo di esposizione ¢ necessario eseguire frequenti esami clinici degli animali.
Osservazioni pitl frequenti possono essere utili in funzione della risposta degli animali nel corso dell'esposizione.
Quando l'osservazione degli animali ¢ ostacolata dai tubi di contenzione, dalla scarsa illuminazione nelle camere
“a corpo intero” o da atmosfere opache, gli animali vanno attentamente osservati dopo lesposizione. Le
osservazioni fatte prima dell'esposizione del giorno successivo possono rilevare l'eventuale reversibilita o esacer-
bazione degli effetti tossici.

33. Tutte le osservazioni vanno registrate e riportate singolarmente per ciascun animale. Nel caso di animali
sottoposti a eutanasia o rinvenuti morti, il momento del decesso deve essere registrato con la massima precisione
possibile.

34. Si osserveranno eventuali alterazioni della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose, del sistema respiratorio e
circolatorio, del sistema nervoso, e dell’attivita somatomotoria e del comportamento. Particolare attenzione deve
essere rivolta all'osservazione di tremori, convulsioni, salivazione, diarrea, letargia, sonno e coma. La misura della
temperatura rettale pud corroborare una bradipnea riflessa o un’ipofipertermia causate dall'esposizione o dalla
reclusione. Lo studio puo prevedere ulteriori valutazioni riguardanti: cinetica, biomonitoraggio, funzione pol-
monare, ritenzione di materiali scarsamente solubili che si accumulano nel tessuto polmonare e variazioni
comportamentali.

PESO CORPOREO

35. 1l peso di ogni singolo animale deve essere registrato immediatamente prima dell'esposizione (giorno 0), e due
volte la settimana successivamente (ad esempio: il venerdi e il lunedi per verificare il recupero dopo un fine
settimana senza esposizione, o a intervalli di tempo che consentano di valutare la tossicita sistemica) e al
momento del decesso o dell'eutanasia. In assenza di effetti nel corso delle prime 4 settimane, il peso corporeo
puo essere misurato ogni settimana fino al termine dello studio. Gli animali del gruppo satellite (studio di
reversibilita) devono continuare ad essere pesati a cadenza settimanale per lintero periodo di recupero. Al
termine dello studio, tutti gli animali devono essere pesati prima dell'eutanasia per non falsare il calcolo del
rapporto tra il peso degli organi e il peso corporeo.

CONSUMO DI ALIMENTI E DI ACQUA

36. Si deve procedere settimanalmente alla misura del consumo alimentare, anche il consumo di acqua puo essere
misurato.

PATOLOGIA CLINICA

37. Tutti gli animali, ivi compresi quelli dei gruppi di controllo e dei gruppi satelliti, una volta sacrificati devono
essere sottoposti a esami clinici. L'intervallo di tempo tra la fine dell'esposizione e il prelievo di sangue deve
essere annotato, soprattutto quando la ricostituzione dellendpoint ¢ rapida. Alla fine dell'esposizione, si racco-
manda il campionamento per i parametri caratterizzati da una breve emivita del plasma (COHb, CHE e MetHb).

38. Nella tabella 1 sono elencati i parametri di patologia clinica generalmente necessari per gli esami tossicologici.
L'esame delle urine non ¢ sempre richiesto, ma puo essere effettuato se ritenuto utile in funzione della tossicita
prevista o osservata. Per caratterizzare meglio la tossicita della sostanza in esame, il responsabile dello studio puo
decidere di valutare ulteriori parametri (ad esempio attivita colinesterasica, lipidi, ormoni, equilibrio acido/base,
metaemoglobina o corpi di Heinz, creatinina chinasi, rapporto mieloide/eritroide, troponina, emogas, lattato
deidrogenasi, sorbitolo deidrogenasi, glutammato-deidrogenasi e gamma-glutamil transpeptidasi).

Tabella 1

Parametri standard di patologia clinica

Ematologia

Conta eritrocitaria Conteggio dei globuli bianchi

Ematocrito Conta differenziale dei globuli bianchi
Concentrazione dell'emoglobina Conta delle piastrine

Tenore globulare medio in emoglobina Coagulabilita (scegliere un parametro):
Volume medio corpuscolare — Tempo di protrombina

Concentrazione di emoglobina corpuscolare media — Tempo di coagulazione

Reticolociti — Tempo di tromboplastina parziale attivata
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Chimica clinica

Glucosio (*) Alanina-aminotransferasi
Colesterolo totale Aspartato amminotransferasi
Trigliceridi Fosfatasi alcalina

Azoto ureico ematico Potassio

Bilirubina totale Sodio

Creatinina Calcio

Proteina totale Fosforo

Albumina Cloruro

Globulina

Esame delle urine (facoltativo)

Aspetto (colore e torbidita) Proteina totale

Volume Glucosio

Densita relativa o osmolalita Sangue/cellule ematiche
pH

(*) 11 responsabile dello studio decidera se un periodo di digiuno ¢ necessario per gli animali, in quanto un lungo periodo di
digiuno pud portare a misurazioni del glucosio parzialmente errate negli animali esposti rispetto agli animali del gruppo di
controllo. Se si ricorre al digiuno, occorre che il periodo sia adeguato in funzione della specie utilizzata; per il ratto pud
essere di 16 ore (digiuno notturno). La determinazione della glicemia a digiuno pud essere effettuata dopo il digiuno
notturno, nel corso dell'ultima settimana di esposizione, o dopo la notte di digiuno notturno precedente l'autopsia (in tal
caso insieme a tutti gli altri parametri di patologia clinica).

39. Qualora esista la prova che le vie respiratorie inferiori (gli alveoli) sono il principale sito di deposito e ritenzione,
si puo ricorrere al lavaggio broncoalveolare (BAL) come tecnica migliore per analizzare quantitativamente i
parametri del rapporto dose-effetto, incentrandosi soprattutto sullalveolite, I'infiammazione polmonare e la
fosfolipidosi. Questo esame consente di analizzare adeguatamente l'evoluzione del rapporto dose-effetto e del
decorso temporale di una lesione alveolare. 1l fluido di lavaggio puo essere analizzato basandosi sul numero
totale e differenziale di leucociti, proteine totali e lattato deidrogenasi. Altri parametri da considerare sono quelli
indicativi di lesione lisosomiale, fosfolipidosi, fibrosi e infiammazione irritativa o allergica, che possono com-
prendere la determinazione di citochine o di chemiochine proinfiammatorie. Le misure legate al BAL spesso
integrano i risultati degli esami istopatologici senza tuttavia sostituirli. Il documento di orientamento n. 39 (2)
contiene le indicazioni su come effettuare il lavaggio dei polmoni.

ESAME OFTALMOLOGICO

40. Prima della somministrazione della sostanza in esame e al termine dello studio per tutti i gruppi trattati con una
concentrazione elevata, occorre effettuare, avvalendosi di un oftalmoscopio o di un dispositivo equivalente, un
esame oftalmologico del fondo dell'occhio, dei mezzi di rifrazione, dell'iride, della congiuntiva. Se sono indivi-
duate delle alterazioni a livello degli occhi, occorre esaminare tutti gli animali degli altri gruppi, ivi compreso il
gruppo satellite (reversibilita).

PATOLOGIA MACROSCOPICA E PESO DEGLI ORGANI

41. Tutti gli animali utilizzati (compresi quelli che muoiono nel corso della prova e quelli che sono ritirati dallo
studio per motivi legati al loro benessere) devono essere sottoposti al dissanguamento totale (se fattibile) e
autopsia macroscopica. Occorre annotare il tempo trascorso tra la fine dell'ultima esposizione di ogni animale e
il suo sacrificio. Se non ¢ possibile eseguire I'autopsia subito dopo il rilevamento del decesso, I'animale deve
essere refrigerato (non congelato) ad una temperatura sufficientemente bassa da ridurre al minimo lautolisi.
L'autopsia deve essere effettuata non appena possibile, di norma entro un giorno o due dal decesso. Per ogni
animale si annoteranno tutte le alterazioni patologiche macroscopiche, prestando particolare attenzione a quelle
delle vie respiratorie.

42. Nella tabella 2 sono elencati gli organi e i tessuti che devono essere conservati in un ambiente adeguato nel
corso dell'autopsia macroscopica ai fini dell'esame istopatologico. La conservazione degli organi e dei tessuti [tra
parentesi quadre] e di qualsiasi altro organo o tessuto sono a discrezione del responsabile dello studio. Gli organi
indicati in grassetto devono essere esportati e pesati umidi, appena possibile dopo la dissezione, per evitare
l'essiccamento. La tiroide e gli epididimi devono essere pesati solo se necessario in quanto la loro asportazione
puo ostacolare la valutazione istopatologica. Gli organi e i tessuti sono fissati mediante formalina tamponata al
10 % o un altro fissativo adeguato, non appena finita I'autopsia e non meno di 24-48 ore prima dell'ablazione,
in funzione del fissativo utilizzato.
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43.

Tabella 2

Organi e tessuti preservati nel corso dell'autopsia macroscopica

Ghiandole surrenali
Aorta
Midollo osseo (e/o aspirato fresco di midollo)

Cervello (incluse le sezioni di cervello, cervelletto,

bulbo/ponte)

Intestino cieco

Colon

Duodeno

[Epididimi]

[Occhi (retina, nervo ottico) e palpebre]
Femore e grassella

Cistifellea (se presente)

[Ghiandole di Harder]

Cuore

Ileo

Digiuno

Reni

[Ghiandole lacrimali (extraorbitali)]
Laringe (3 livelli, ivi compresa la base dell’epiglottide)
Fegato

Polmone (tutti i lobi ad un livello, compresi i bron-
chi principali)

Linfonodi della regione ilare del polmone, soprattutto
per il particolato di sostanze chimiche poco solubile.
Per esami piti approfonditi efo studi incentrati sul-
l'aspetto immunologico, si possono esaminare anche
altri linfonodi, ad esempio quelli delle regioni media-
stinale, cervicale/submandibolare efo auricolare.

Linfonodi (distali dal punto di ingresso)
Ghiandola mammaria (femminile)
Muscolo (coscia)

Tessuti rinofaringei (almeno 4 livelli; 1 livello per
comprendere il canale rinofaringeo e il tessuto asso-
ciato al naso — Nasal Associated Lymphoid Tissue —
NALT)

Esofago

[Bulbo olfattivo]
Ovaie

Pancreas
Paratiroidi

Nervo periferico (sciatico o tibiale, di preferenza vicino al
muscolo)

Pituitaria

Prostata

Retto

Ghiandole salivari
Vescicole seminali
Pelle

Midollo spinale (cervicale, mediotoracico e lombare)
Milza

Sterno

Stomaco

Denti

Testicoli

Timo

Tiroidi

[Lingua]

Trachea (almeno 2 livelli, tra cui 1 sezione longitudinale
attraverso la carena e 1 sezione trasversale)

[Uretere]

[Uretra]

Vescica

Utero

Organi bersaglio

Tutte le lesioni macroscopiche e le masse

I polmoni devono essere asportati intatti, pesati e trattati con un fissativo idoneo ad una pressione di 20-30 cm
di acqua per garantire che la struttura dei polmoni venga preservata (5). Le sezioni sono prelevate per tutti i lobi
ad un livello, ivi inclusi i bronchi principali, ma se si effettua un lavaggio polmonare, il lobo che non ¢ stato

lavato ¢ sezionato su tre livelli (non sezioni in serie).

e E
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44. Si devono esaminare almeno 4 livelli di tessuti rinofaringei, uno dei quali deve comportare il canale rinofaringeo
(5) (6) (7) (8) (9) per permettere un esame adeguato dell'epitelio squamoso, transizionale (respiratorio non
cigliato), respiratorio (respiratorio cigliato) e olfattivo, nonché del tessuto linfatico (NALT) (10) (11). Occorre
inoltre esaminare tre livelli della laringe, e uno di questi deve includere la base dell'epiglottide (12). Occorre
esaminare almeno due livelli della trachea, ivi compresa una sezione longitudinale lungo la carena della bifor-
cazione dei bronchi extrapolmonari e una sezione trasversale.

ESAME ISTOPATOLOGICO

45. Una valutazione istopatologica di tutti gli organi e i tessuti di cui alla tabella 2 ¢ necessaria per i gruppi di
controllo e i gruppi trattati con la concentrazione piti elevata, e per tutti gli animali che muoiono o subiscono
l'eutanasia nel corso dello studio. Occorre prestare particolare attenzione all'apparato respiratorio, agli organi
bersaglio e alle lesioni macroscopiche. Gli organi e tessuti sui quali si riscontrano delle lesioni nel gruppo trattato
con la concentrazione pili elevata devono essere esaminati in tutti i gruppi. Il responsabile dello studio puo
decidere di effettuare valutazioni istopatologiche anche per altri gruppi al fine di dimostrare una chiara risposta
alle concentrazioni Quando si utilizza un gruppo satellite (reversibilita), la valutazione istopatologica va eseguita
su tutti i tessuti e gli organi per i quali sono stati osservati effetti nei gruppi trattati. Se nel gruppo trattato con la
concentrazione pill elevata si registra un numero eccessivo di morti premature o altri tipi di problemi che
possono compromettere il significato dei dati, occorre effettuare una valutazione istopatologica del livello di
concentrazione immediatamente inferiore. Si deve cercare di correlare le osservazioni macroscopiche con i
risultati degli esami microscopici.

DATI E RELAZIONE
Dati

46. Per i singoli animali occorre fornire i dati riguardanti il peso corporeo, il consumo di cibo, la patologia clinica, la
patologia macroscopica, il peso degli organi e l'istopatologia. I dati di osservazione clinica devono essere riassunti
in una tabella indicante, per ogni gruppo di prova, il numero di animali utilizzati, il numero di animali che
hanno manifestato segni specifici di tossicita, il numero di animali rinvenuti morti durante la prova o sottoposti
a eutanasia, il momento del decesso di ciascun animale, la descrizione degli effetti tossici con indicazioni sul
decorso e sulla reversibilita, e i risultati dellautopsia. Tutti i risultati, quantitativi e descrittivi, devono essere
valutati con un metodo statistico idoneo. Puo essere utilizzato qualsiasi metodo statistico generalmente ricono-
sciuto. I metodi statistici devono essere stabiliti nella fase di concezione dello studio.

Relazione sulla prova

47. La relazione deve contenere le seguenti informazioni, a seconda dei casi:

Animali sperimentali e condizioni di allevamento:

descrizione delle condizioni di stabulazione, tra cui: numero (o modifica del numero) di animali per gabbia,
materiale utilizzato per la lettiera, temperatura ambiente e umidita relativa, fotoperiodo e dieta,

— specie/ceppo utilizzati e giustificazione dellimpiego di specie diverse dal ratto; possono essere forniti dati di
origine o dati storici se riguardano animali esposti a condizioni di esposizione, di stabulazione e di digiuno
simili,

— numero, eta e sesso degli animali,
— metodo di randomizzazione,

— descrizione dell'eventuale condizionamento prima della prova, in particolare per quanto concerne dieta,
quarantena e terapie.

Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e, se del caso, proprieta fisico-chimiche (compresa I'isomerizzazione),

— dati di identificazione e numero CAS (Chemical Abstract Services), se noto.

Veicolo:

— motivazione dell'utilizzo di un veicolo e giustificazione per la scelta del veicolo (se diverso dall'acqua),

— dati storici o paralleli che dimostrano che il veicolo non interferisce con i risultati dello studio.
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Camera di inalazione:
— descrizione dettagliata della camera di inalazione, comprendente il volume e un diagramma,

— provenienza e descrizione delle apparecchiature utilizzate per I'esposizione degli animali e per la generazione
dell'atmosfera,

— apparecchi di misurazione della temperatura, dell'umidita, della granulometria e della concentrazione reale,
— fonte dell’aria e sistema di climatizzazione utilizzato,

— metodi utilizzati per calibrare I'apparecchiatura al fine di garantire I'omogeneita dell'atmosfera di prova,
— differenza di pressione (positiva o negativa),

— bocchette di esposizione per camera (“a naso solo”); ubicazione degli animali nella camera (“a corpo intero”),
— stabilita dell'atmosfera di prova,

— ubicazione dei sensori termometrici e igrometrici e dei punti di campionamento dell'atmosfera della prova
nella camera,

— trattamento dell'aria fornita/estratta,

— flussi d’aria, portata dell'aria in ogni bocchetta di esposizione (“a naso solo”) o rapporto tra il volume
occupato dagli animali e il volume della camera (“a corpo intero”),

— tempo necessario per raggiungere I'equilibrio nella camera (tqs),

— numero di sostituzioni del volume per ora,

dispositivi di misurazione (se applicabile).

Dati sull'esposizione:

giustificazione della scelta della concentrazione bersaglio dello studio principale,

— concentrazioni nominali (ottenute dividendo la massa della sostanza in esame immessa nella camera d'ina-
lazione per il volume dell'aria fatta circolare nella camera),

— concentrazioni reali ottenute nella zona in cui respirano gli animali; per le miscele in esame che producono
forme fisiche eterogenee (gas, vapori, aerosol), si pud analizzare separatamente ciascuna di esse,

— riportare le concentrazioni atmosferiche in unita di massa (ad esempio, mg/l, mg/m® ecc.), piit che in unita di
volume (ad esempio, ppm, ppb ecc.),

— distribuzione della dimensione delle particelle, diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) e devia-
zione standard geometrica (6,), con relativi metodi di calcolo. Occorre indicare anche le singole analisi
granulometriche.

Condizioni sperimentali:

— indicazioni sulla preparazione della sostanza chimica in esame, precisando i dettagli delle procedure impie-
gate per ridurre la granulometria dei materiali solidi o per preparare soluzioni della sostanza in esame,

— una descrizione (di preferenza corredata di uno schema) dell'apparecchiatura utilizzata per generare I'atmo-
sfera sperimentale e per esporvi gli animali,

— ragguagli sull'apparecchiatura utilizzata per monitorare la temperatura, l'umidita e il flusso d’aria nella camera
(ad esempio sviluppo di una curva di calibrazione),

— informazioni sullapparecchiatura utilizzata per raccogliere campioni per la determinazione della concentra-
zione e della distribuzione della dimensione delle particelle nella camera,

— dettagli sul metodo danalisi chimica impiegato e sulla convalida di tale metodo (specificando I'efficienza di
recupero della sostanza in esame dal mezzo campionato),
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— metodo di randomizzazione per l'assegnazione degli animali nei gruppi sperimentali e di controllo,
— dettagli sulla qualita del cibo e dellacqua (compresi tipo/origine della dieta, origine dell'acqua),

— giustificazione della scelta delle concentrazioni sperimentali.

Risultati:

— tabella con la temperatura, l'umidita e il flusso d'aria nella camera,

— tabella con le concentrazioni nominali e reali nella camera,

— tabella con i dati granulometrici, ivi compresi i dati analitici sul campionamento, sulla distribuzione granu-
lometrica e i calcoli del DAMM e della o,

— tabella con i dati di risposta e livello di concentrazione per ciascun animale (vale a dire animali che
manifestano segni di tossicita, mortalita compresa, natura, gravita, inizio e durata degli effetti),

— tabella con il peso dei singoli animali,

— tabella con il consumo di cibo,

— tabella con i dati clinico-patologici,

— reperti necroscopici e reperti istopatologici per ciascun animale, se disponibili.
Discussione e interpretazione dei risultati:

— occorre dare particolare importanza alla descrizione dei metodi impiegati per soddisfare i criteri del presente
metodo di prova, ad esempio per quanto concerne la concentrazione limite o la granulometria,

— occorre esaminare la respirabilita delle particelle alla luce dei risultati complessivi, in special modo se i criteri
granulometrici non sono stati soddisfatti,

— si deve tenere conto, nella valutazione globale dello studio, della coerenza dei metodi utilizzati per deter-
minare le concentrazioni nominali ed effettive e considerare il rapporto tra esse,

— si deve esaminare la causa probabile di decesso e il meccanismo d'azione prevalente (sistemico o locale),

— occorre fornire delle spiegazioni qualora sia stato necessario sottoporre ad eutanasia animali che manife-
stavano dolore intenso efo segni di sofferenza grave e persistente, in base ai criteri illustrati nel documento di
orientamento dellOCSE citato in bibliografia al punto (3),

— occorre individuare gli organi bersaglio,

— occorre definire il livello fino al quale non si osservano effetti dannosi (NOAEL) e il livello pitt basso al quale
si osserva un effetto avverso (LOAEL).
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Appendice 1
DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: Qualsiasi sostanza o miscela testata secondo il presente metodo di prova.

B.30. STUDI DI TOSSICITA CRONICA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 452
(2009). La prima linea guida 452 ¢ stata adottata nel 1981. Si ¢ ritenuto necessario sviluppare questa versione
riveduta del metodo di prova B.30 alla luce dei recenti progressi nellambito del benessere animale e degli
obblighi normativi (1) (2) (3) (4). L'aggiornamento del presente metodo di prova B.30 si ¢ svolto in parallelo alle
revisioni del capitolo B.32 del presente allegato, studi di cancerogenesi, e del capitolo B.33 del presente allegato,
studi combinati di tossicita cronica/cancerogenesi, con l'obiettivo di integrare le informazioni in relazione agli
animali usati nello studio e di fornire maggiori dettagli sulla scelta delle dosi. 1l presente metodo di prova &
concepito per testare un'ampia serie di sostanze chimiche, tra cui pesticidi e sostanze chimiche industriali.

2. La maggior parte degli studi di tossicita cronica ¢ svolta su specie di roditori, pertanto il presente metodo di
prova & destinato ad applicarsi in primo luogo agli studi che hanno ad oggetto queste specie. Se dovesse
risultare necessario condurre tali studi sui non roditori, possono trovare applicazione, con le opportune
modifiche, anche i principi e le procedure esposti nel presente metodo di prova, congiuntamente a quelli
specificati al capitolo B.27 del presente allegato (Studio della tossicita orale con somministrazione ripetuta di
dosi per 90 giorni sui non roditori) (5), come indicato nel documento di orientamento n. 116 dellOCSE —
Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (6).

3. Le tre vie principali di somministrazione usate in relazione alla tossicita cronica sono: orale, cutanea e per
inalazione. La scelta della via di somministrazione ¢ fatta in funzione delle caratteristiche chimico-fisiche della
sostanza in esame e della piti probabile via di esposizione degli esseri umani. Il documento di orientamento
dellOCSE n. 116 (6) fornisce ulteriori informazioni in merito alla scelta della via di esposizione.

4. Questo metodo di prova ¢ incentrato sull'esposizione per via orale, ossia la via piti usata negli studi di tossicita
cronica. Gli studi sulla tossicita cronica che prevedono un’'esposizione per via cutanea o per inalazione possono
essere necessari anche per la valutazione del rischio per la salute umana efo possono essere richiesti da
determinati quadri normativi, ma entrambe le vie di esposizione evidenziano una complessita considerevole
sul piano tecnico. Questo tipo di studi dovra essere impostato caso per caso, ma il metodo di prova qui esposto
per la valutazione e I'esame della tossicita cronica con somministrazione orale potrebbe costituire la base di un
protocollo per studi per inalazione efo cutanei, per quanto riguarda le raccomandazioni per i periodi di
trattamento, i parametri clinici e patologici ecc. OCSE ha pubblicato documenti di orientamento sulla som-
ministrazione di sostanze chimiche in esame per inalazione (6) (7) e per via cutanea (6). 1l capitolo B.8 del
presente allegato (8) e il capitolo B.29 del presente allegato (9), insieme al documento di orientamento
dellOCSE — Acute inhalation testing (7) vanno consultati in particolare nellimpostazione di studi a lungo
termine che prevedono l'esposizione per inalazione. I capitolo B.9 del presente allegato (10) va consultato
nel caso di prove svolte per via cutanea.

5. Lo studio della tossicita cronica fornisce informazioni sui possibili rischi per la salute che potrebbero derivare
dall'esposizione ripetuta nell'arco di un periodo considerevole della vita delle specie usate. Con questo studio
sara possibile ottenere informazioni sugli effetti tossici della sostanza chimica in esame, oltre ad indicare gli
organi bersaglio e la possibilita di accumulo. Esso pud inoltre fornire indicazioni sul cosiddetto no-observed-
adverse-effect level (livello fino al quale non si osservano effetti dannosi) applicabile per la determinazione di criteri
di sicurezza per l'esposizione umana. Si sottolinea inoltre la necessita di sottoporre gli animali ad attente
osservazioni cliniche, allo scopo di ottenere il maggior numero possibile di informazioni.

6. Tra gli obiettivi degli studi condotti con questo metodo di prova figurano:

— Iindividuazione della tossicita cronica di una sostanza chimica in esame,
— lindividuazione degli organi bersaglio,

— la caratterizzazione del rapporto dose-risposta,

— lindividuazione di un no-observed-adverse-effect level (NOAEL), ossia il livello fino al quale non si osservano
effetti dannosi, o di un punto di partenza per la determinazione di una dose di riferimento (BMD),

— la previsione degli effetti di tossicita cronica ai livelli di esposizione umana,

— la produzione di dati per verificare le ipotesi relative alle modalita di azione (6).
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

7. Nella valutazione e nell'esame delle caratteristiche tossicologiche di una sostanza chimica in esame, prima di
condurre lo studio i laboratori che eseguono la prova devono considerare tutte le informazioni disponibili sulla
sostanza chimica in esame al fine di orientare il disegno sperimentale nella maniera pit efficiente per valutare il
potenziale di tossicita cronica limitando al minimo necessario l'uso di animali. Tre le informazioni utili per il
disegno sperimentale saranno considerate l'identita, la struttura chimica e le proprieta fisico-chimiche della
sostanza chimica in esame, le informazioni sulle modalita di azione, i risultati di eventuali altre prove di
tossicita in vitro o in vivo, I'impiego o gli impieghi previsti per I'esposizione umana, dati (Q)SAR e i dati
tossicologici disponibili in merito a sostanze chimiche di struttura affine, i dati tossicocinetici disponibili (dose
unica e dose ripetuta, laddove disponibile) e i risultati di altri studi a dose ripetuta. La determinazione della
tossicita cronica si effettua solamente una volta ottenuti i primi risultati delle prove di tossicita a dose ripetuta
su 28 giorni efo 90 giorni. E opportuno prendere in considerazione un approccio a tappe nello svolgimento
delle prove di tossicita svolti nel quadro della valutazione generale degli effetti potenzialmente nocivi di una
particolare sostanza chimica in esame (11) (12) (13) (14).

8. I metodi statistici pili adeguati per I'analisi dei risultati, tenuto conto del disegno sperimentale e degli obiettivi,
sono stabiliti prima dell'inizio dello studio. Occorre inoltre determinare se le statistiche debbano o meno tenere
conto dell'aggiustamento in funzione della sopravvivenza e dellanalisi effettuata in caso di morte prematura
degli animali di uno o pitt gruppi. 1l documento di orientamento dellOCSE n. 116 (6) e il documento di
orientamento dellOCSE n. 35 — Analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (15) forni-
scono indicazioni sulle analisi statistiche appropriate e sui riferimenti fondamentali a metodi statistici ricono-
sciuti a livello internazionale.

9. Nella realizzazione di uno studio di tossicita cronica ¢ opportuno seguire sempre i principi guida e le consi-
derazioni specificati nel documento di orientamento dell’OCSE n. 19 — Recognition, assessment, and use of clinical
signs as humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (16), in particolare nel paragrafo 62. Tale
paragrafo precisa che negli studi che prevedono la somministrazione ripetuta di dosi, se un animale manifesta
segnali clinici progressivi, che conducano a un ulteriore peggioramento delle sue condizioni, ¢ necessario
decidere con cognizione di causa se sottoporre I'animale ad eutanasia. In questa decisione va soppesato anche
il valore delle informazioni che possono essere ottenute continuando a includere tale animale nello studio e il
suo stato in generale. Se si decide di continuare a mantenere l'animale nello studio occorre aumentare la
frequenza delle osservazioni, a seconda del caso. E anche possibile, senza pregiudicare il fine della prova,
sospendere temporaneamente la somministrazione delle dosi se cio allevia il dolore o riduce lo stress cui ¢
sottoposto I'animale, oppure ancora ridurre le dosi.

10. 1l documento di orientamento delllOCSE n. 116 (6) e due pubblicazioni dell'International Life Sciences Institute
(17) (18) forniscono ragguagli dettagliati in merito ai dibattiti sulla selezione delle dosi per gli studi di tossicita
cronica e cancerogenesi. La strategia di base per la scelta delle dosi dipende dal o dagli obiettivi fondamentali
dello studio (paragrafo 6). Nel selezionare il livello adeguato delle dosi sarebbe opportuno trovare un equilibrio
tra, da un lato, l'individuazione dei rischi e, dall’altro, la caratterizzazione e la rilevanza delle risposte alle basse
dosi. Cid assume particolare importanza nella situazione in cui si deve svolgere uno studio combinato di
tossicita cronica e di cancerogenesi (capitolo B.33 del presente allegato) (paragrafo 11).

11. E opportuno valutare Fopportunita di svolgere uno studio combinato di tossicita cronica e cancerogenesi
(capitolo B.33 del presente allegato) piuttosto che eseguire in separata sede uno studio di tossicita cronica (il
presente metodo di prova B.30) e uno studio di cancerogenesi (capitolo B.32 del presente allegato). La prova
combinata ¢ pit efficiente sotto il profilo della gestione dei tempi e dei costi rispetto alla conduzione di due
studi distinti, pur senza compromettere la qualita dei dati nella fase che verifica la cronicita e nella fase che
verifica la cancerogenesi. Nello svolgimento di uno studio combinato di tossicita cronica e cancerogenesi
(capitolo B.33 del presente allegato) occorre tuttavia tenere opportunamente in considerazione i principi della
selezione delle dosi (paragrafi 9 e 20-25). E inoltre riconosciuto che determinati quadri normativi richiedono la
conduzione di studi ben distinti.

12. Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova sono specificate alla fine del capitolo e nel
documento di orientamento dellOCSE n. 116 (6).

PRINCIPIO DELLA PROVA

13. La sostanza chimica in esame ¢ somministrata giornalmente in dosi graduali a diversi gruppi di animali
sperimentali, di norma per un periodo di 12 mesi, ma a seconda degli obblighi normativi possono essere scelti
anche periodi pitt lunghi o pitt corti (cfr. paragrafo 33). La durata scelta deve essere sufficientemente lunga da
garantire la manifestazione degli effetti della tossicita cumulata senza che insorgano gli effetti distorsivi dei
cambiamenti geriatrici. E opportuno che gli scostamenti da una durata di esposizione di 12 mesi siano
giustificati, in particolare in caso di periodi di durata inferiore. La sostanza chimica in esame di norma &
somministrata per via orale, ma puo essere opportuno anche ricorrere alla via inalatoria o cutanea. I disegno
sperimentale pud anche prevedere uno o pit sacrifici intermedi, ad esempio dopo 3 e 6 mesi, ¢ a tale fine
possono essere introdotti nello studio ulteriori animali (cfr. paragrafo 19). Durante il periodo di sommini-
strazione si tengono gli animali sotto attenta osservazione per individuare eventuali segni di tossicita. Gli
animali deceduti o soppressi durante I'esperimento vengono sottoposti a necroscopia. Al termine della prova
gli animali superstiti vengono soppressi e sottoposti a necroscopia.
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DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

14. 1l presente metodo di prova riguarda innanzitutto la valutazione e I'esame della tossicita cronica nei roditori (cfr.
paragrafo 2), sebbene sia riconosciuto che determinati regimi normativi possano richiedere studi analoghi su
non roditori. La scelta delle specie deve essere motivata. Il disegno e lo svolgimento di studi di tossicita cronica
su specie di non roditori, se richieste, vanno basate sui principi indicati nel presente metodo di prova e in quelli
specificati nel capitolo B.27 del presente allegato (Studio della tossicita orale con somministrazione ripetuta di
dosi per 90 giorni sui non roditori) (5). Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (6) fornisce ulteriori
informazioni in merito alla scelta delle specie e del ceppo.

15. Nel presente metodo di prova la specie di roditore di elezione ¢ il ratto, sebbene si possano utilizzare anche
altre specie di roditori, come il topo. I ratti e i topi costituiscono i modelli sperimentali preferibili in ragione
della loro aspettativa di vita relativamente breve, del loro uso diffuso in studi farmacologici e tossicologici, della
loro sensibilita all'induzione di tumori e della disponibilita di ceppi sufficientemente caratterizzati. Viste queste
caratteristiche, ¢ disponibile una grande quantita di informazioni di carattere fisiologico e patologico. Occorre
utilizzare animali adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. Lo studio di
tossicita cronica va svolto su animali dello stesso ceppo e della medesima provenienza di quelli utilizzati in uno
o pitt studi preliminari di tossicita di durata inferiore. Le femmine devono essere nullipare e non gravide.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

16. Gli animali devono essere alloggiati in gabbie individuali o contenenti piccoli gruppi dello stesso sesso. La
sistemazione individuale va considerata soltanto se scientificamente giustificata (19) (20) (21). Le gabbie devono
essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. La temperatura
dello stabulario deve essere di 22 °C (¢ 3 °C). L'umidita relativa deve essere almeno del 30 % e preferibilmente
non superiore al 70 %; tranne durante la pulizia del laboratorio, con l'obiettivo del 50-60 %. Lilluminazione
deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita. Per quanto concerne I'alimentazione,
si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata d'acqua di abbeveraggio. La
dieta deve corrispondere a tutti i requisiti nutrizionali delle specie in esame e il tenore di contaminanti dietetici,
tra cui anche i residui di pesticidi, inquinanti organici persistenti, fitoestrogeni, metalli pesanti e micotossine, che
potrebbero influenzare l'esito della prova, deve essere il piti basso possibile. Le informazioni analitiche sui livelli
di nutrienti e di contaminanti dietetici devono essere prodotte periodicamente, quantomeno all'inizio dello
studio e in caso di cambio del lotto impiegato, e vanno riportate nella relazione finale. Analogamente, devono
essere fornite anche informazioni analitiche sull'acqua di abbeveraggio usata nello studio. La scelta della dieta
puo essere condizionata dalla necessita di garantire una combinazione adeguata tra una data sostanza chimica in
esame e l'esigenza di rispettare i requisiti nutrizionali degli animali nel momento in cui la sostanza chimica ¢
somministrata con il cibo.

Preparazione degli animali

17. Si utilizzano animali sani, che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno 7 giorni e non
siano stati precedentemente sottoposti ad altre procedure sperimentali. Nel caso dei roditori, la somministra-
zione delle dosi agli animali deve iniziare il piti presto possibile in seguito allo svezzamento e allacclimatazione
e preferibilmente prima che gli animali raggiungano le 8 settimane di eta. Gli animali usati per la prova devono
essere caratterizzati per quanto concerne specie, ceppo, provenienza, sesso, peso ed eta. All'inizio dello studio la
variazione ponderale degli animali di ciascun sesso utilizzati deve essere minima e non superare il + 20 % del
peso medio di tutti gli animali interessati dallo studio, operando un distinguo a seconda del sesso. L'assegna-
zione degli animali al gruppo di controllo e di trattamento avviene mediante randomizzazione. In seguito
all'assegnazione randomizzata, non dovrebbero esserci piu differenze significative nel peso medio corporeo tra
gruppi dello stesso sesso. Se sono presenti differenze statisticamente rilevanti, la fase di randomizzazione va
ripetuta, nei limiti del possibile. Ad ogni animale va assegnato un numero di identificazione univoco, che sara
riportato sullanimale in maniera indelebile tramite tatuaggio, impianto di un microchip o un altro metodo
analogo.

PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

18. E opportuno usare animali di entrambi i sessi. E necessario impiegare un numero di animali tale da consentire
che alla fine dello studio sia disponibile una quantita di animali in ogni gruppo sufficiente per effettuare una
valutazione biologica e statistica. Per quanto riguarda i roditori, per ciascun livello di dose di norma si usano
almeno 20 esemplari per sesso in ogni gruppo, mentre per i non roditori si raccomanda un minimo di 4
esemplari per sesso in ciascun gruppo. Negli studi che prevedono la presenza di topi potrebbero essere necessari
ulteriori animali in ciascun gruppo-dose per poter eseguire tutti gli esami ematologici del caso.

Disposizioni relative ai sacrifici intermedi, a gruppi satellite e ad animali sentinella

19. Lo studio puo prevedere disposizioni relative ai sacrifici intermedi (almeno 10 animali/sesso/gruppo), ad esem-
pio dopo 6 mesi, al fine di reperire informazioni sull'evoluzione di alterazioni tossicologiche e dati meccanici-
stici. Se tali informazioni sono gia disponibili sulla base di studi sulla tossicita a dose ripetuta sulla sostanza
chimica in esame, tali sacrifici intermedi possono non essere scientificamente giustificati. Ai fini del monito-
raggio della reversibilita dei cambiamenti tossicologici indotti dalla sostanza chimica in esame possono essere
previsti anche gruppi satellite. Tali gruppi di norma saranno limitati al livello di dose piu elevato dello studio e
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ai gruppi di controllo. Al fine di monitorare lo stato della patologia, se necessario durante lo studio ¢ possibile
aggiungere un altro gruppo di animali sentinella (solitamente 5 esemplari per sesso) (22). Se sono previsti
sacrifici intermedi o inclusioni di gruppi satellite o di animali sentinella, il numero di animali previsto dal
disegno sperimentale va aumentato della quantita di animali che si intende sacrificare prima della conclusione
dello studio. Gli animali interessati di norma sono sottoposti alle medesime osservazioni, tra cui il controllo del
peso corporeo, il consumo di cibo/acqua, analisi ematologiche e biochimico-cliniche ed esami patologici degli
animali coinvolti nella fase di esame della tossicita cronica dello studio principale, sebbene sia possibile disporre
anche che (per i gruppi che saranno sacrificati nel corso dello studio) le osservazioni siano limitate a parametri
essenziali specifici, come la neurotossicita o 'immunotossicita.

Gruppi-dose e dosaggi

20. 1I documento di orientamento dellOCSE n. 116 (6) fornisce indicazioni in merito a tutti gli aspetti legati alla
scelta delle dosi e all'intervallo tra i livelli di dose. Occorre utilizzare almeno tre livelli di dose e un controllo
parallelo, tranne quando si esegue una prova limite (cfr. paragrafo 27). I livelli di dose sono generalmente basati
sui risultati di precedenti studi di durata inferiore con dosi ripetute o di determinazione degli intervalli di dose e
devono tenere conto dei dati tossicologici e tossicocinetici esistenti disponibili relativi alla sostanza chimica in
esame 0 a sostanze chimiche analoghe.

21. A meno che la natura fisico-chimica o gli effetti biologici della sostanza chimica in esame non impongano limiti
in tal senso, il livello di dose pitr elevato di norma va scelto con l'obiettivo di individuare gli organi bersaglio e
gli effetti tossici senza provocare sofferenza, tossicita grave, morbilita o morte. In considerazione dei fattori di
cui al paragrafo 22 sottostante, il livello di dose piti elevato ¢ scelto per rendere manifesta la tossicita, ad
esempio con un calo dellaumento del peso (circa del 10 %).

22. Tuttavia, a seconda degli obiettivi dello studio (cfr. paragrafo 6), si pud optare per una dose massima inferiore
alla dose che renda manifesta la tossicita, ad esempio se una dose provoca un effetto indesiderato preoccupante
che perd ha un impatto lieve sull'aspettativa di vita o sul peso corporeo. La dose massima non pud essere
superiore a 1 000 mg/kg di peso corporeo/giorno (dose limite, cfr. paragrafo 27).

23. I livelli di dose e l'ntervallo tra i livelli di dose possono essere scelti per stabilire un rapporto dose-risposta e un
NOAEL o altri risultati attesi dello studio, ad esempio una dose di riferimento (BMD, benchmark dose, cfr.
paragrafo 25) al livello di dose pitt basso. Tra i fattori da tenere in considerazione nella scelta delle dosi piu
basse rientrano anche la curva attesa del rapporto dose-risposta, le dosi alle quali possono subentrare dei
cambiamenti nel metabolismo o nella modalita di azione tossica, il livello a cui si prevede una soglia o il
livello che si prevede possa costituire un punto di partenza per un’estrapolazione a basse dosi.

24. Lintervallo tra i livelli di dose scelto dipendera dalle caratteristiche della sostanza chimica di prova e non puo
essere imposto dal presente metodo di prova, ma di frequente fattori tra due e quattro forniscono buoni risultati
delle prove se applicati per determinare dosi a livelli discendenti, mentre spesso & preferibile aggiungere un
quarto gruppo di prova piuttosto che utilizzare intervalli molto distanziati (ad esempio oltre un fattore di circa
6-10) tra le dosi. In linea generale va evitato I'uso di fattori superiori a 10 e se vi si ricorre ¢ opportuno
giustificare tale scelta.

25. Come illustrato ulteriormente nel documento di orientamento del’lOCSE n. 116 (6), nella scelta della dose
vanno tenuti in considerazione, tra l'altro, i seguenti aspetti:

— non linearita o punti di flesso presunti o riscontrati nella curva dose-risposta,

— aspetti tossicocinetici e range di dosi a cui subentra 0 meno induzione metabolica, saturazione o non
linearita tra dosi esterne e interne,

— lesioni precursive, indicatori degli effetti o indicatori di processi biologici fondamentali sottostanti in corso,

— aspetti principali (o presunti) delle modalita di azione, ad esempio dosi alle quali inizia a subentrare
citotossicita, i livelli ormonali sono perturbati, i meccanismi di omeostasi sono superati ecc.,

— regioni della curva dose-risposta per cui & necessaria una stima particolarmente precisa, ad esempio nel-
'ambito della dose di riferimento prevista o di una soglia ipotizzata,

— considerazione dei livelli previsti di esposizione umana.

26. 1l gruppo di controllo deve essere non trattato o trattato solo con il veicolo nel caso si utilizzi un veicolo per
somministrare la sostanza chimica in esame. Salvo il trattamento con la sostanza chimica in esame, gli animali
del gruppo di controllo vanno manipolati esattamente come quelli dei gruppi sperimentali. Se si utilizza un
veicolo, il gruppo di controllo ricevera il veicolo al volume pit elevato dei gruppi-dose. Se una sostanza chimica
¢ somministrata con la dieta e comporta una riduzione dell'assunzione di cibo significativa a causa di una
minore palatabilita, puo essere utile aggiungere un ulteriore gruppo di controllo alimentato allo stesso modo che
si prestera di pi a tale scopo.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

27. Se, basandosi sulle informazioni degli studi preliminari, ¢ possibile prevedere che una prova a un livello di dose
equivalente ad almeno 1 000 mg/kg di peso corporeo/giorno probabilmente non produce effetti avversi e se,
sulla base dei dati relativi a sostanze chimiche strutturalmente affini, non si prevede tossicitd, uno studio
completo con tre livelli di dose pud non essere ritenuto necessario. Si pud applicare un limite di 1 000 mg/kg
di peso corporeo/giorno eccetto nei casi in cui I'esposizione umana indica la necessita di utilizzare un livello di
dose pit elevato.

Preparazione delle dosi e somministrazione della sostanza chimica in esame

28. La sostanza chimica in esame di norma viene somministrata con il cibo, l'acqua di abbeveraggio o per via
intragastrica. Il documento di orientamento delllOCSE n. 116 (6) fornisce ulteriori informazioni in merito alle
vie e ai metodi di somministrazione. La via di somministrazione dipende dall'obiettivo dello studio, dalle
caratteristiche chimico-fisiche della sostanza chimica in esame, dalla sua biodisponibilita e dalla via e dal metodo
predominanti di esposizione degli esseri umani. E necessario giustificare la scelta della via e del metodo di
somministrazione. Nellinteresse della salute animale, la somministrazione mediante sonda orale di norma va
scelta solo per le sostanze per cui questa via e questo metodo di somministrazione corrispondono ragionevol-
mente a una potenziale esposizione umana (ad esempio farmaci). Per le sostanze chimiche ingerite con gli
alimenti o presenti nell'ambiente, inclusi i pesticidi, la somministrazione avviene solitamente con il cibo o
l'acqua di abbeveraggio. Tuttavia in alcune circostanze, ad esempio nel caso dell'esposizione professionale, pud
essere opportuna la somministrazione per altre vie.

29. Ove necessario, la sostanza chimica di prova & disciolta o sospesa in un veicolo adeguato. E opportuno tenere
conto, a seconda del caso, delle seguenti caratteristiche del veicolo e di altri additivi: effetti sullassorbimento,
sulla distribuzione, sul metabolismo o sulla ritenzione della sostanza chimica in esame, effetti sulle proprieta
chimiche della sostanza chimica in esame che possono alterarne le caratteristiche tossiche ed effetti sulla
consumazione di cibo o acqua sullo stato nutrizionale degli animali. Si raccomanda di prendere anzitutto in
considerazione, ogni qualvolta possibile, I'uso di una soluzione/sospensione acquosa, e in seconda battuta quello
di una soluzionef/emulsione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile soluzione in altri
veicoli. Dei veicoli diversi dallacqua devono essere note le caratteristiche tossiche. Devono essere disponibili
informazioni in merito alla stabilita della sostanza chimica in esame e allomogeneita delle soluzioni o razioni di
dosaggio (a seconda del caso) nelle condizioni di somministrazione (ad esempio dieta).

30. Per le sostanze chimiche somministrate con la dieta o I'acqua di abbeveraggio ¢ importante impedire che le
quantita della sostanza chimica in esame interferiscano con la normale alimentazione o il normale bilancio dei
liquidi. In studi a lungo termine che ricorrono alla somministrazione con la dieta, la concentrazione nel cibo
della sostanza chimica in esame di norma non puo superare la soglia massima del 5 % della dieta totale, al fine
di evitare degli squilibri alimentari. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con la dieta, si puo
ricorrere sia a una concentrazione alimentare costante (mgfkg di cibo o ppm), sia a dosi di livello costante
in funzione del peso dell'animale (mg/kg di peso corporeo), con calcolo su base settimanale. La scelta di
eventuali alternative va specificata.

31. In caso di somministrazione per via orale, agli animali viene somministrata una dose giornaliera della sostanza
chimica in esame (sette giorni la settimana), di norma per un periodo di 12 mesi (cfr. anche paragrafo 33),
sebbene a seconda degli obblighi normativi possa essere richiesta una durata superiore. Occorre giustificare la
scelta di eventuali altri regimi di dosaggio, ad esempio cinque giorni la settimana. In caso di somministrazione
per via cutanea, di norma gli animali sono trattati con la sostanza chimica in esame per almeno 6 ore al giorno,
7 giorni la settimana, cosi come specificato nel capitolo B.9 del presente allegato (10), per un periodo di 12
mesi. L'esposizione per via inalatoria si protrae per 6 ore al giorno, 7 giorni la settimana, ma, se giustificata, puo
essere scelta un'esposizione di 5 giorni la settimana. La durata del periodo di somministrazione di norma ¢ di
12 mesi. Se delle specie di roditori diverse dai ratti sono sottoposte a esposizione “a naso solo”, ¢ possibile
adeguare la durata massima di esposizione per ridurre al minimo il loro stress. La scelta di una durata di
esposizione inferiore a 6 ore al giorno deve essere debitamente motivata. Cfr. anche il capitolo B.8 del presente
allegato (8).

32. Se la somministrazione della sostanza chimica in esame avviene per via intragastrica, deve avvenire per mezzo
di una sonda gastrica o una cannula per intubazione ogni giorno all'incirca allo stesso orario. Di norma viene
somministrata una dose singola una volta al giorno, ma laddove, ad esempio, la sostanza chimica in esame fosse
un irritante locale, ¢ possibile mantenere la dose giornaliera ripartendola su due momenti diversi (due volte al
giorno). Il massimo volume di liquido che pud essere somministrato in un’unica soluzione dipende dalle
dimensioni dell'animale. Il volume deve essere limitato il piti possibile e per i roditori non puo superare, di
norma, 1 ml/100 g di peso corporeo (22). La variabilita dei volumi somministrati va ridotta al minimo rego-
lando la concentrazione in modo da assicurare un volume costante in tutti i livelli di dose. Sostanze chimiche
potenzialmente corrosive o irritanti sono considerate un'eccezione e devono essere diluite per evitare effetti
locali gravi. Va evitato lo svolgimento di prove con concentrazioni che rischiano di essere corrosive o irritanti
per il tratto gastrointestinale.

Durata dello studio

33. Sebbene il presente metodo di prova sia impostato in primo luogo come uno studio di tossicita cronica della
durata di 12 mesi, il disegno sperimentale rende possibile e puo essere applicato anche a studi dalla durata pitt
breve (ad esempio 6 0 9 mesi) o pit lunga (ad esempio 18 o 24 mesi), a seconda delle disposizioni di regimi
normativi specifici o dagli specifici fini meccanicistici. E opportuno che gli scostamenti da una durata di
esposizione di 12 mesi siano giustificati, in particolare in caso di periodi di durata inferiore. I gruppi satellite
inclusi nello studio per monitorare la reversibilita dei cambiamenti a livello tossicologico indotti dalla sostanza
chimica in esame sono tenuti senza trattamento per un periodo non inferiore a 4 settimane e non oltre un terzo
della durata dello studio una volta terminata l'esposizione. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (6)
fornisce ulteriori indicazioni, tra cui considerazioni in merito alla sopravvivenza nello studio.
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OSSERVAZIONI

34. Tutti gli animali vanno osservati per identificare segni di morbilita e mortalitd, in genere allinizio e alla fine
della giornata, weekend e giorni festivi inclusi. Le osservazioni cliniche vanno effettuate almeno una volta al
giorno, preferibilmente allaje stessaje orafe, tenendo conto del periodo di picco degli effetti previsti dopo la
somministrazione nel caso in cui questa avvenga per via intragastrica.

35. Tutti gli animali vanno sottoposti a dettagliate osservazioni cliniche almeno una volta prima della prima
esposizione (per consentire il confronto all'interno dei gruppi di soggetti) e, successivamente, al termine della
prima settimana dello studio e successivamente a cadenza mensile. Le osservazioni devono rispettare un
protocollo che limiti al minimo indispensabile le differenze tra i singoli e non devono dipendere dai risultati
del gruppo esaminato. Le osservazioni del caso vanno eseguite fuori dalla gabbia di stabulazione, preferibilmente
in un ambiente standard e allincirca sempre allo stesso orario. Occorre registrare con cura le osservazioni,
preferibilmente usando sistemi di punteggio statistico definiti appositamente dal laboratorio che esegue la prova.
Occorre adottare ogni misura per ridurre al minimo le variazioni delle condizioni di osservazione. Si terra
conto, tra l'altro, di tutte le alterazioni della cute, del pelo, degli occhi, delle membrane mucose, della comparsa
di secrezioni ed escrezioni e dell’attivita del sistema nervoso autonomo (per esempio lacrimazione, piloerezione,
ampiezza pupillare, ritmo respiratorio insolito). Verranno inoltre registrate le modifiche osservate nel compor-
tamento, nella postura e nella risposta alla manipolazione, come pure la presenza di movimenti clonici o tonici,
stereotipi (per esempio tolettatura eccessiva, continuo girare in tondo) o comportamenti insoliti (per esempio
automutilazione, marcia a ritroso) (24).

36. Tutti gli animali devono essere sottoposti a un esame oftalmologico con un oftalmoscopio o un altro dispositivo
idoneo, prima della prima somministrazione della sostanza chimica in esame. Al termine dello studio, questo
esame deve essere condotto preferibilmente su tutti gli animali, ma almeno sui gruppi ad alta dose e di
controllo. Se si riscontrano alterazioni degli occhi correlate al trattamento ¢ necessario esaminare tutti gli
animali. Se da un’analisi strutturale o da altre informazioni si riscontra una tossicita oculare, la frequenza degli
esami oculari va intensificata.

37. Per le sostanze chimiche per cui prove precedenti di tossicita a dose ripetuta a 28 giorni efo a 90 giorni hanno
indicato potenziali effetti neurotossici, possono essere svolte valutazioni facoltative della reattivita sensoriale a
stimoli di vario tipo (24) (ad esempio stimoli uditivi, visivi e propriocettivi) (25), (26), (27), della forza di presa
(28) e dell'attivita motoria (29) prima dell'inizio dello studio e a cadenza trimestrale dopo l'inizio dello studio
fino al 12° mese incluso, cosi come alla fine dello studio (se pitt lungo di 12 mesi). Ulteriori indicazioni sui
procedimenti utilizzabili sono contenute nelle voci bibliografiche citate. Tuttavia possono essere applicate anche
procedure alternative non indicate nella bibliografia.

38. Le sostanze chimiche per cui prove di tossicita a dose ripetuta a 28 giorni efo a 90 giorni hanno indicato effetti
potenzialmente immunotossici, alla fine dello studio possono essere sottoposte ad ulteriori analisi facoltative di
tale parametro.

Peso corporeo, consumo di cibofacqua ed efficienza alimentare

39. Tutti gli animali devono essere pesati all'inizio del trattamento, almeno una volta la settimana nelle prime 13
settimane e successivamente almeno una volta al mese. Le misurazioni del consumo di cibo e dell'efficienza
alimentare devono essere effettuati almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successivamente
almeno una volta al mese. Se la sostanza chimica ¢ somministrata con I'acqua di abbeveraggio, il consumo di
acqua deve essere misurato almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successivamente almeno
una volta al mese. E utile tener conto della misurazione del consumo di acqua anche negli studi in cui
quest'ultimo ¢ alterato.

Esami ematologici e biochimico-clinici

40. Negli studi che prevedono la presenza di roditori, vanno svolti esami ematologici su almeno 10 animali di sesso
maschile e 10 animali di sesso femminile per gruppo, a 3, 6 e 12 mesi, cosi come alla fine dello studio (se di
durata superiore a 12 mesi), sempre sugli stessi animali. Se sono previsti dei topi, pud essere necessario
prevedere animali satellite per poter eseguire tutti gli esami ematologici del caso (cfr. paragrafo 18). Negli studi
con non roditori, saranno presi dei campioni da quantita minori di animali (ad esempio 4 animali per sesso per
ciascun gruppo negli studi con cani), a stadi intermedi e alla fine dello studio, analogamente ai roditori. Le
misurazioni a 3 mesi, sia per i roditori, sia per i non roditori, non devono necessariamente essere condotte se
non ¢ stato riscontrato nessun effetto in base ai parametri ematologici in uno studio precedente della durata di
90 giorni condotto con livelli di dose comparabili. Occorre prelevare campioni di sangue da un sito specifico, ad
esempio con punture cardiache o dal seno retro-orbitale, sotto anestesia.

41. Vanno esaminati i seguenti parametri (30): conteggio totale e differenziato dei leucociti, conteggio degli eri-
trociti, conteggio delle piastrine, ematocrito (volume sanguigno occupato dalla componente eritrocitaria), vo-
lume corpuscolare medio, emoglobina corpuscolare media, concentrazione di emoglobina corpuscolare media,
tempo di prototrombina e tempo di tromboplastina parziale attivata. Possono essere misurati anche altri
parametri ematologici come i corpi di Heinz o un'altra morfologia eritrocitaria atipica o metaemoglobina, se
del caso, a seconda della tossicita della sostanza chimica in esame. Nel complesso ¢ necessario adottare un
approccio flessibile, in funzione dell'effetto osservato e/o previsto relativo ad una data sostanza chimica in
esame. Se la sostanza chimica in esame ha un effetto sul sistema ematopoietico, possono essere indicati anche il
conteggio dei reticolociti e la citologia del midollo osseo, sebbene questi non siano necessariamente esami di
routine.
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42. Le determinazioni biochimiche cliniche per lo studio degli effetti tossici gravi sui tessuti e, specificamente, gli
effetti su reni e fegato, vanno condotte su campioni di sangue prelevati da almeno 10 animali di sesso maschile
e 10 animali di sesso femminile per gruppo, ai medesimi intervalli di tempo specificati per gli esami ematologici
e sempre sugli stessi animali. Se sono previsti dei topi, pud essere necessario prevedere animali satellite per poter
eseguire tutte le determinazioni biochimiche cliniche del caso. Negli studi con non roditori, saranno presi dei
campioni da quantita minori di animali (ad esempio 4 animali per sesso per ciascun gruppo negli studi con
cani), a stadi intermedi e alla fine dello studio, analogamente ai roditori. Le misurazioni a 3 mesi, sia per i
roditori, sia per i non roditori, non devono essere necessariamente condotte se non ¢ stato riscontrato nessun
effetto in base ai parametri di biochimica clinica in uno studio precedente della durata di 90 giorni condotto
con livelli di dose comparabili. Si raccomanda di lasciare gli animali a digiuno la notte precedente la raccolta dei
campioni (ad eccezione dei topi). Vanno esaminati i seguenti parametri (30): glucosio, urea (azoto ureico),
creatinina, proteine totali, albumina, calcio, sodio, potassio, colesterolo totale, almeno due esami idonei alla
valutazione epatocellulare (alanina aminotransferasi, aspartato aminotransferasi, glutammato deidrogenasi, acidi
biliari totali) (31) e almeno due esami idonei alla valutazione epatobiliare (fosfatasi alcalina, gamma-glutamil
transferasi, 5-nucleotidasi, bilirubina totale, acidi biliari totali) (31). Se opportuno possono essere misurati anche
altri parametri di chimica clinica, come i trigliceridi a digiuno, ormoni specifici e colinesterasi, a seconda della
tossicita della sostanza chimica in esame. Nel complesso ¢ necessario adottare un approccio flessibile, in
funzione dell'effetto osservato efo previsto relativo ad una data sostanza chimica in esame.

43. L'esame delle urine va effettuato su almeno 10 esemplari di sesso maschile e 10 esemplari di sesso femminile
per gruppo sui campioni raccolti seguendo gli stessi intervalli applicati in ambito ematologico e di chimica
clinica. Le misurazioni a 3 mesi, sia per i roditori, sia per i non roditori, non devono essere necessariamente
condotte se non ¢ stato riscontrato nessun effetto sullesame delle urine in uno studio precedente della durata di
90 giorni condotto con livelli di dose comparabili. I seguenti parametri sono stati inclusi in una raccomanda-
zione di esperti su studi di patologia clinica (30): aspetto, volume, osmolalita o densita relativa, pH, proteine
totali e glucosio. Altre determinazioni riguardano il chetone, I'urobilinogeno, la bilirubina e il sangue occulto. Se
necessario, per ampliare lo studio dell'effetto o degli effetti osservatofi ¢ possibile impiegare ulteriori parametri.

44. Generalmente si considera necessario determinare le variabili di riferimento di natura ematologica e di biochi-
mica clinica prima di iniziare un trattamento in studi che coinvolgono dei cani, ma ci6 non ¢ ritenuto
necessario negli studi che prevedono l'uso di roditori (30). Tuttavia se non si dispone di dati storici di
riferimento adeguati (cfr. paragrafo 50), si dovrebbe considerare di produrre tali dati.

Patologia
Necroscopia macroscopica

45. Di norma tutti gli animali dello studio vanno sottoposti a completa e dettagliata necroscopia macroscopica che
comprende un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavita cranica, toracica e
addominale e del loro contenuto. Tuttavia si pud anche disporre (per i gruppi che saranno sacrificati nel corso
dello studio o per i gruppi satellite) che le osservazioni siano limitate a parametri specifici essenziali, come la
neurotossicita o l'immunotossicita (cfr. paragrafo 19). Gli animali in oggetto non devono necessariamente essere
sottoposti ad autopsia ¢ alle procedure successive descritte nei seguenti paragrafi. Per gli animali sentinella,
valutando caso per caso puo essere necessaria un‘autopsia, a discrezione del responsabile scientifico dello studio.

46. Va misurato il peso degli organi di ciascun animale, tranne di quelli esclusi dall'ultima parte del paragrafo 45. Le
ghiandole surrenal, il cervello, l'epididimo, il cuore, i reni, il fegato, le ovaie, la milza, i testicoli, la tiroide (pesata
post-fissazione, con paratiroidi) e I'utero di tutti gli animali (tranne quelli trovati moribondi efo sacrificati nel
frattempo) vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati umidi immediatamente dopo la
dissezione, per evitare l'essiccamento. In studi che prevedono l'uso di topi, la misurazione del peso delle
ghiandole surrenali & facoltativa.

47. 1 seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione piti appropriato sia per il tipo di tessuto, sia per il
previsto esame istopatologico successivo (32) (i tessuti tra parentesi quadre sono facoltativi):

tutte le lesioni macrosco- | cuore pancreas stomaco (prestomaco,
piche stomaco ghiandolare)
ghiandole surrenali ileo ghiandola paratiroidea [denti]
aorta digiuno nervo periferico testicoli
cervello (incluse le sezioni | reni pituitaria timo
di cervello, cervelletto,
bulbo/ponte)
intestino cieco ghiandola lacrimale prostata tiroide
(esorbitale)
cervice fegato retto [lingua]
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ghiandola della coagula- polmone ghiandola salivare trachea
zione
colon linfonodi (superficiali e | vescicola seminale vescica

profondi)
duodeno ghiandola mammaria muscolo scheletrico utero (cervice inclusa)

(obbligatoria per esem-

plari di sesso femminile

e, se visibile ai fini della

la dissezione, anche per

quelli di sesso maschile)
epididimo [tratto respiratorio supe- | pelle [uretere]

riore, incluso il naso, i

turbinati e i seni para-

nasali]
occhi (retina inclusa) esofago midollo spinale (a tre li- | [uretra]

velli: cervicale, medioto-
racico e lombare)
[femore con articolazione] | [bulbo olfattivo] milza vagina
cistifellea (eccetto per i ovaia [sterno] sezione di midollo osseo
topi) e/o un aspirato di midollo
osseo fresco

ghiandola di Harder

In caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno conservati entrambi gli organi. I reperti
clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli
organi considerati organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza chimica in esame. Negli studi che
prevedono una somministrazione per via cutanea, vanno preservati gli organi di cui all'elenco riferito alla via
orale. In particolare, sono essenziali il campionamento e la conservazione della pelle della zona di applicazione
della sostanza. In studi che prevedono la via inalatoria come metodo di somministrazione, 'elenco dei tessuti da
conservare ed esaminare in relazione al tratto respiratorio deve corrispondere alle raccomandazioni contenute
nel capitolo B.8 del presente allegato (8) e del capitolo B.29 del presente allegato (9). Per altri organi/tessuti
(oltre ai tessuti conservati specificamente del tratto respiratorio) va esaminato l'elenco degli organi relativo alla
via orale.

Esame istopatologico
48. Sono disponibili orientamenti sulle buone pratiche nella conduzione di studi di patologia tossicologica (32).
Come minimo, gli esami istopatologici devono prevedere quanto segue:
— tutti i tessuti dei gruppi ad alta dose e di controllo,
— tutti i tessuti degli animali che sono morti o sono stati sacrificati nel corso dello studio,

— tutti i tessuti che evidenziano anomalie macroscopiche,

— tessuti bersaglio o tessuti che hanno evidenziato cambiamenti legati al trattamento nel gruppo ad alta dose,
di tutti gli animali in tutti gli altri gruppi-dose,

— in caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno esaminati entrambi gli organi.

DATI E RELAZIONE
Dati

49. Devono essere forniti dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabelle che indichino per ogni gruppo sperimentale il numero di animali presenti allinizio della prova, il
numero di animali trovati morti durante il test o sacrificati per motivi umanitari e il momento di tutti i
decessifsoppressioni, il numero di animali che presentano segni di tossicita, una descrizione dei segni di tossicita
osservati, quali momento dell'esordio, durata e gravita di tutti gli effetti tossici, il numero di animali che
presentano lesioni, il tipo di lesioni e la percentuale di animali rapportata al tipo di lesione. Le tabelle riassuntive
dei dati devono fornire le medie e le deviazioni standard (per dati raccolti in via continuativa) relative agli
animali che evidenziano effetti tossici o lesioni, oltre all'indicazione dell'entita delle lesioni.




19-5-2014

GAzzZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

50.

51.

52.

I dati storici di controllo possono essere utili per interpretare i risultati dello studio, ad esempio quando i dati
forniti da gruppi di controllo paralleli sembrano divergere significativamente da dati recenti relativi ad animali di
controllo dello stesso centro di prova/della stessa colonia. Se valutati, i dati storici di controllo vanno trasmessi
dallo stesso laboratorio e devono riferirsi ad animali della medesima eta e dello stesso ceppo, nonché essere
generati nei cinque anni che precedono lo studio in questione.

I risultati numerici vanno valutati mediante un metodo statistico adeguato e generalmente accettabile. I metodi
statistici e i dati da analizzare vanno scelti gia in sede di determinazione del disegno sperimentale (paragrafo 8).
Questa scelta deve rendere possibili degli aggiustamenti in funzione del grado di sopravvivenza, se necessario.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve riportare le informazioni seguenti:

Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e proprieta fisico-chimiche,

— dati identificativi,

— origine della sostanza chimica,

— numero del lotto,

— certificazione dell'analisi chimica.

Veicolo (se del caso):

— giustificazione della scelta del veicolo (se diverso dallacqua).

Animali sperimentali:

— specie/ceppo utilizzato e giustificazione della scelta effettuata,

— numero, etd e sesso degli animali all'inizio della prova,

— origine, condizioni di stabulazione, dieta ecc.,

— peso di ciascun animale all'inizio della prova.

Condizioni sperimentali:

— criteri di scelta della via di somministrazione e della dose,

— laddove opportuno, metodi statistici usati per analizzare i dati,

— dettagli sulla formulazione della sostanza chimica in esame/la preparazione della dieta,
— dati di analisi sulla concentrazione, la stabilita e 'omogeneita della preparazione,
— via di somministrazione e relativi dettagli della sostanza chimica in esame,

— per gli studi che prevedono la somministrazione per via inalatoria, scelta tra esposizione “a naso solo” o “a
corpo intero”,

— dosi effettive (mg/kg di peso corporeo/giorno) e, se del caso, fattore di conversione tra la concentrazione
della sostanza chimica in esame nella dietajacqua di abbeveraggio (mg/kg o ppm) e la dose effettiva,

— informazioni dettagliate sulla qualita del cibo e dell'acqua.
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Risultati (vanno indicati dati da presentare sotto forma di tabelle e dati individuali sugli animali):
— dati sulla sopravvivenza degli animali,

— peso corporeo/cambiamenti del peso corporeo,

— assunzione di cibo, calcoli sullefficienza alimentare, se effettuati, nonché consumo di acqua, se del caso,
— dati sulla risposta tossica per sesso e livello di dose, compresi segni di tossicita,

— natura, incidenza (e, se classificata, la gravitd) e durata dei segni clinici (temporanei o permanenti),
— esame oftalmologico,

— esami ematologici,

— esami di biochimica clinica,

— esame delle urine,

— risultati di tutti gli esami sulla neurotossicita o immunotossicita,

— peso corporeo finale,

— peso degli organi (anche in relazione al peso corporeo, se del caso),

— referti autoptici,

— descrizione particolareggiata di tutti i reperti istopatologici relativi al trattamento,

— dati sull'assorbimento, se disponibili.

Elaborazione statistica dei risultati, se del caso

Discussione dei risultati, compreso:

— rapporti dose-risposta,

— esame di tutte le informazioni sulle modalita di azione,

— discussione su tutti gli approcci di modellizzazione,

— determinazione BMD, NOAEL o LOAEL,

— dati storici di controllo,

— rilevanza per gli esseri umani.

Conclusioni
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.»

6) i capitoli B.32 e B.33 sono sostituiti dai seguenti:

«B.32. STUDI DI CANCEROGENESI

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova & equivalente alla linea guida del’lOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 451
(2009). La prima linea guida n. 451 sugli studi di carcinogenesi ¢ stata adottata nel 1981. Si ¢ ritenuto
necessario sviluppare questa versione riveduta del metodo di prova B.32 alla luce dei recenti progressi nell'am-
bito del benessere animale e degli obblighi normativi (2) (3) (4) (5) (6). L'aggiornamento del presente metodo di
prova B.32 si ¢ svolto in parallelo alle revisioni del capitolo B.30 del presente allegato, studi di tossicita cronica,
e del capitolo B.33 del presente allegato, studi combinati di tossicita cronica/cancerogenesi, con l'obiettivo di
integrare le informazioni in relazione agli animali usati nello studio e di fornire maggiori dettagli sulla scelta
delle dosi. Il presente metodo di prova B.32 ¢ concepito per testare un'ampia serie di sostanze chimiche, tra cui
pesticidi e sostanze chimiche industriali. Va tuttavia specificato che alcuni dettagli e requisiti possono essere
diversi per i prodotti farmaceutici (cfr. Conferenza internazionale sullarmonizzazione, Guidance S1B on Testing for
Carcinogenicity of Pharmaceuticals).

2. La maggior parte degli studi di cancerogenesi ¢ svolta su specie di roditori, pertanto il presente metodo di prova
¢ destinato ad applicarsi in primo luogo agli studi che hanno ad oggetto queste specie. Se dovesse risultare
necessario condurre tali studi sui non roditori, possono trovare applicazione, con le opportune modifiche, anche
i principi e le procedure esposti nel presente metodo di prova, congiuntamente a quelli specificati al capitolo
B.27 del presente allegato (Studio della tossicita orale con somministrazione ripetuta di dosi per 90 giorni sui
non roditori) (6). 11 documento di orientamento dellOCSE n. 116 — Design and Conduct of Chronic Toxicity and
Carcinogenicity Studies fornisce ulteriori orientamenti al riguardo (7).

3. Le tre vie principali di somministrazione negli studi di cancerogenesi sono: orale, cutanea e per inalazione. La
scelta della via di somministrazione ¢ fatta in funzione delle caratteristiche chimico-fisiche della sostanza in
esame ¢ della pitt probabile via di esposizione degli esseri umani. 1l documento di orientamento dellOCSE
n.116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito alla scelta della via di esposizione.

4. Questo metodo di prova ¢ incentrato sullesposizione per via orale, ossia la via piti usata negli studi di
cancerogenesi. Gli studi sulla cancerogenesi che prevedono un’esposizione per via cutanea o per inalazione
possono essere necessari anche per la valutazione del rischio per la salute umana efo possono essere richiesti
da determinati regimi normativi, ma entrambe le vie di esposizione evidenziano una complessita considerevole
sul piano tecnico. Questo tipo di studi dovra essere impostato caso per caso, ma il metodo di prova qui esposto
per la valutazione e l'esame della cancerogenesi con somministrazione orale potrebbe costituire la base di un
protocollo per studi per inalazione efo cutanei, per quanto riguarda le raccomandazioni per i periodi di
trattamenti, i parametri clinici e patologici ecc. L'OCSE ha pubblicato documenti di orientamento sulla sommini-
strazione delle sostanze chimiche in esame per via cutanea (7) e per inalazione (7) (8). Il capitolo B.8 del
presente allegato (9) e il capitolo B.29 del presente allegato (10), insieme al documento di orientamento
dellOCSE — Acute inhalation testing (8) vanno consultati in particolare nellimpostazione di studi a lungo termine
che prevedono l'esposizione per inalazione. Il capitolo B.9 del presente allegato (11) va consultato nel caso di
prove svolte per via cutanea.

5. Lo studio della cancerogenesi fornisce informazioni sui possibili rischi per la salute che potrebbero derivare
dall'esposizione ripetuta nell'arco di un periodo che puo estendersi fino all'intero ciclo di vita delle specie usate.
Con questo studio sara possibile ottenere informazioni sugli effetti tossici della sostanza chimica in esame, tra
cui la potenziale cancerogenesi, oltre a dare indicazioni su organi bersaglio e sulla possibilita di accumulo. Esso
puo inoltre fornire indicazioni sul cosiddetto no-observed-adverse-effect level (livello fino al quale non si osservano
effetti dannosi) per gli effetti tossici e, nel caso di cancerogeni non genotossici, per le risposte tumorali,
consentendo la determinazione di criteri di sicurezza per I'esposizione umana. Si sottolinea inoltre la necessita
di sottoporre gli animali ad attente osservazioni cliniche, allo scopo di ottenere il maggior numero possibile di
informazioni.

6. Tra gli obiettivi degli studi di cancerogenesi condotti con questo metodo di prova figurano:
— lindividuazione delle proprieta cancerogene di una sostanza chimica in esame, che risultano in una maggiore
incidenza di neoplasmi, una pit grande proporzione di neoplasmi maligni o una riduzione nei tempi di
latenza di neoplasmi, il tutto in confronto a gruppi di controllo,

— lindividuazione di uno o piti organi bersaglio di cancerogenesi,

— lindividuazione dei tempi di latenza di neoplasmi,
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— la caratterizzazione del rapporto dose-risposta al tumore,

— Tlindividuazione di un NOAEL (no-observed-adverse-effect level — livello fino al quale non si osservano effetti
dannosi), o di un punto di partenza per la determinazione di una dose di riferimento (BMD),

— lestrapolazione di effetti cancerogeni relativi a un’esposizione umana a basse dosi,
— la produzione di dati per verificare le ipotesi relative alle modalita di azione (2) (7) (12) (13) (14) (15).

CONSIDERAZIONI INIZIALI

7. Nella valutazione e nellesame della potenziale cancerogenesi di una sostanza chimica in esame, prima di
condurre lo studio, i laboratori che eseguono la prova devono considerare tutte le informazioni disponibili sulla
sostanza chimica in esame al fine di orientare il disegno sperimentale nella maniera pit efficiente per valutare il
potenziale di tossicita cronica limitando al minimo necessario I'uso di animali. Le informazioni e considerazioni
relative alle modalita di azione di una presunta sostanza cancerogena (2) (7) (12) (13) (14) (15) sono partico-
larmente importanti, poiché I'impostazione ottimale potrebbe variare a seconda del fatto che una sostanza
chimica sia una sostanza cancerogena genotossica nota o presunta. Il documento di orientamento dellOCSE
n. 116 (7) fornisce ulteriori indicazioni, tra cui considerazioni in merito alle modalita di azione.

8. Tra le informazioni utili per il disegno sperimentale saranno considerate lidentita, la struttura chimica e le
proprieta fisico-chimiche della sostanza chimica in esame, i risultati di eventuali altre prove di tossicita in vitro o
in vivo, incluse delle prove di genotossicita, I'impiego o gli impieghi previsti per I'esposizione umana, dati
(Q)SAR, di mutagenesi/genotossicita, cancerogenesi e altri dati tossicologici disponibili in merito a sostanze
chimiche di struttura affine; i dati tossicocinetici disponibili (dose unica e dose ripetuta, laddove disponibile)
e i risultati di altri studi a dose ripetuta. La valutazione della cancerogenesi si effettua una volta ottenuti i primi
risultati delle prove di tossicitd a dose ripetuta su 28 giorni efo 90 giorni. Anche prove di iniziazione-promo-
zione di tumori a breve termine possono fornire informazioni utili. E opportuno prendere in considerazione un
approccio a tappe nello svolgimento delle prove di cancerogenesi svolte nel quadro della valutazione generale
degli effetti potenzialmente nocivi di una particolare sostanza chimica in esame (16) (17) (18) (19).

9. I metodi statistici pitt adeguati per I'analisi dei risultati, tenuto conto del disegno sperimentale e degli obiettivi,
sono stabiliti prima dell'inizio dello studio. Occorre inoltre determinare se le statistiche debbano o meno tenere
conto dell'aggiustamento in funzione della sopravvivenza, dellanalisi dei rischi cumulati di tumore legati al
tempo di sopravvivenza, dellanalisi dei tempi di latenza del tumore e dell'analisi effettuata in caso di morte
prematura degli animali di uno o piti gruppi. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) e il documento
di orientamento dellOCSE n. 35 — Analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (20)
forniscono indicazioni sulle analisi statistiche appropriate e sui riferimenti fondamentali a metodi statistici
riconosciuti a livello internazionale.

10. Nella realizzazione di uno studio di cancerogenesi ¢ opportuno seguire sempre i principi guida e le considera-
zioni specificati nel documento di orientamento dellOCSE n. 19 — Recognition, assessment, and use of clinical signs
as humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (21), in particolare nel paragrafo 62. Tale
paragrafo precisa che negli studi che prevedono la somministrazione ripetuta di dosi, se un animale manifesta
segnali clinici progressivi, che conducano a un ulteriore peggioramento delle sue condizioni, ¢ necessario
decidere con cognizione di causa se sottoporre I'animale ad eutanasia. In questa decisione va anche soppesato
il valore delle informazioni che possono essere ottenute continuando a includere tale animale nello studio e il
suo stato in generale. Se si decide di continuare a mantenere l'animale nello studio occorre aumentare la
frequenza delle osservazioni, a seconda del caso. E anche possibile, senza pregiudicare il fine della prova,
sospendere temporaneamente la somministrazione delle dosi se cio allevia il dolore o riduce lo stress cui ¢
sottoposto I'animale, oppure ancora ridurre le dosi.

11. 1l documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) e due pubblicazioni dell'International Life Sciences Institute
(22) (23) forniscono ragguagli dettagliati in merito ai dibattiti sui principi nella scelta delle dosi per gli studi di
tossicita cronica e cancerogenesi. La strategia di base per la scelta delle dosi dipende dall'obiettivo o dagli
obiettivi fondamentali dello studio (paragrafo 6). Nel selezionare il livello adeguato delle dosi sarebbe opportuno
trovare un equilibrio tra, da un lato, l'individuazione dei rischi e, dall'altro, la caratterizzazione e la rilevanza delle
risposte alle basse dosi. Cio assume particolare importanza nella situazione in cui si deve svolgere uno studio
combinato di tossicita cronica e di cancerogenesi (capitolo B.33 del presente allegato) (paragrafo 12).

12. E opportuno valutare Topportunita di svolgere uno studio combinato di tossicita cronica e cancerogenesi
(capitolo B.33 del presente allegato) piuttosto che eseguire in separata sede uno studio di tossicita cronica (il
capitolo B.30 del presente allegato) e uno studio di cancerogenesi (il presente metodo di prova B.32). La prova
combinata ¢ piu efficiente sotto il profilo della gestione dei tempi e dei costi rispetto alla conduzione di due
studi distinti, pur senza compromettere la qualita dei dati nella fase che verifica la cronicita e nella fase che
verifica la cancerogenesi. Nello svolgimento di uno studio combinato di tossicitd cronica e cancerogenicita
(capitolo B.33 del presente alleato) occorre tuttavia tenere opportunamente in considerazione i principi della
selezione delle dosi (paragrafi 11 e 22-25). E inoltre riconosciuto che determinati quadri normativi richiedono la
conduzione di studi ben distinti.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

13. Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova sono specificate alla fine del capitolo e nel
documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7).

PRINCIPIO DELLA PROVA

14. La sostanza chimica in esame ¢ somministrata giornalmente in dosi crescenti a vari gruppi di animali da
esperimento per la maggior parte della loro vita, di norma per via orale. Puo essere opportuna anche la
somministrazione per inalazione o per via cutanea. Gli animali sono sottoposti ad attenta osservazione per
accertare eventuali sintomi di tossicita e lo sviluppo di lesioni neoplastiche. Gli animali deceduti o soppressi
durante l'esperimento vengono sottoposti a necroscopia. Al termine della prova gli animali superstiti vengono
soppressi e sottoposti a necroscopia.

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

15. 1 presente metodo di prova ¢ dedicato innanzitutto alla valutazione e allesame della cancerogenesi nei roditori
(paragrafo 2). L'uso di specie di non roditori puo essere considerato se i dati disponibili indicano che cid sia piu
appropriato per prevedere gli effetti sulla salute umana. La scelta della specie deve essere motivata. La specie di
elezione tra i roditori ¢ il ratto, sebbene si possano utilizzare anche altre specie di roditori, come il topo.
Nonostante I'uso di topi possa avere un'utilita limitata nelle prove di cancerogenesi (24), (25) (26), nel quadro di
alcuni programmi di natura normativa le prove di cancerogenesi sui tipi sono tuttora previste, salvo nei casi in
cui & stato appurato che una tale prova non ¢ necessaria dal punto di vista scientifico. I ratti e i topi costitui-
scono i modelli sperimentali preferibili in ragione della loro aspettativa di vita relativamente breve, del loro uso
diffuso in studi farmacologici e tossicologici, della loro sensibilita allinduzione di tumori e della disponibilita di
ceppi sufficientemente caratterizzati. Viste queste caratteristiche, ¢ disponibile una grande quantita di informa-
zioni di carattere fisiologico e patologico. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori
informazioni in merito alla scelta delle specie e del ceppo.

16. Si devono utilizzare animali adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. Lo
studio di cancerogenesi andrebbe preferibilmente condotto su animali dello stesso ceppo e della stessa prove-
nienza rispetto a quelli utilizzati per studi preliminari di tossicita di durata inferiore. Ciononostante, se ¢
appurato che animali dello stesso ceppo e della medesima provenienza presentano problemi nel soddisfare i
criteri di sopravvivenza normalmente riconosciuti per studi a lungo termine [cfr. il documento di orientamento
dellOCSE n. 116 (7)] si dovrebbe considerare l'utilizzo di un ceppo di animali che evidenzia un tasso di
sopravvivenza accettabile per uno studio a lungo termine. Le femmine devono essere nullipare e non gravide.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

17. Gli animali devono essere alloggiati in gabbie individuali o contenenti piccoli gruppi dello stesso sesso. La
sistemazione individuale va considerata soltanto se scientificamente giustificata (27) (28) (29). Le gabbie devono
essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. La temperatura
dello stabulario deve essere di 22 C (¢ 3 C). L'umidita relativa deve essere preferibilmente del 50-60 %; in ogni
caso deve essere non inferiore al 30 % e possibilmente non superiore al 70 %, tranne durante la pulizia del
laboratorio. L'illuminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d’oscurita. Per quanto
concerne l'alimentazione, si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata
d’acqua di abbeveraggio. La dieta deve corrispondere a tutti i requisiti nutrizionali delle specie in esame e il
tenore di contaminanti dietetici, tra cui anche i residui di pesticidi, inquinanti organici persistenti, fitoestrogeni,
metalli pesanti e micotossine, che potrebbero influenzare 'esito della prova, deve essere il pit basso possibile. Le
informazioni analitiche sui livelli di nutrienti e di contaminanti dietetici devono essere prodotte periodicamente,
quantomeno all'inizio dello studio e in caso di cambio del lotto impiegato, e vanno riportate nella relazione
finale. Analogamente, devono essere fornite anche informazioni analitiche sullacqua di abbeveraggio usata nello
studio. La scelta della dieta puo essere condizionata dalla necessita di garantire una combinazione adeguata tra
una data sostanza chimica in esame e I'esigenza di rispettare i requisiti nutrizionali degli animali nel momento in
cui la sostanza chimica ¢ somministrata con il cibo.

Preparazione degli animali

18. Si utilizzano animali sani, che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno 7 giorni e non
siano stati precedentemente sottoposti ad altre procedure sperimentali. Nel caso dei roditori, la somministrazione
delle dosi agli animali deve iniziare il piti presto possibile in seguito allo svezzamento e all'acclimatazione e
preferibilmente prima che gli animali raggiungano le 8 settimane di eta. Gli animali del test vanno caratterizzati
per quanto concerne specie, ceppo, provenienza, sesso, peso efo eta. Allinizio dello studio la variazione
ponderale degli animali di ciascun sesso utilizzati deve essere minima e non superare il * 20 % del peso medio
di tutti gli animali interessati dallo studio, operando un distinguo a seconda del sesso. L'assegnazione degli
animali al gruppo di controllo e di trattamento avviene mediante randomizzazione. In seguito all'assegnazione
randomizzata, non dovrebbero esserci pitt differenze significative nel peso medio corporeo tra gruppi dello
stesso sesso. Se sono presenti differenze statisticamente rilevanti, la fase di randomizzazione va ripetuta, nei
limiti del possibile. Ad ogni animale va assegnato un numero di identificazione univoco, che sara riportato
sullanimale in maniera indelebile tramite tatuaggio, impianto di un microchip o un altro metodo analogo.
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PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

19. E opportuno usare animali di entrambi i sessi. E opportuno utilizzare un numero sufficiente di animali, in modo
tale da poter valutare in maniera approfondita I'evoluzione dei dati dal punto di vista biologico e statistico. Ogni
gruppo-dose e gruppo di controllo parallelo devono pertanto essere composti da almeno 50 animali per sesso. A
seconda della finalita dello studio, si puo aumentare la potenza statistica delle stime principali ripartendo gli
animali in maniera disomogenea tra i vari gruppi-dose, assegnando oltre 50 animali ai gruppi a bassa dose, ad
esempio per stimare il potenziale cancerogeno a basse dosi. Tuttavia va riconosciuto che un aumento moderato
della dimensione dei gruppi comportera un aumento relativamente esiguo della potenza statistica dello studio. II
documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito al disegno statistico
dello studio e alla scelta dei livelli di dose per sfruttare al massimo la potenza statistica.

Disposizioni relative sacrifici intermedi e ai gruppi satellite (sentinella)

20. Lo studio pud prevedere disposizioni relative ai sacrifici intermedi, ad esempio dopo 12 mesi, al fine di reperire
informazioni sull'evoluzione di alterazioni neoplastiche e dati meccanicistici, se scientificamente giustificato. Se
tali informazioni sono gia disponibili sulla base di studi sulla tossicita a dose ripetuta sulla sostanza chimica in
esame, tali sacrifici intermedi possono non essere scientificamente giustificati. Se il disegno sperimentale prevede
dei sacrifici intermedsi, il numero di animali in ciascun gruppo-dose previsto a tale scopo sara, di norma, pari a
10 animali per sesso e il numero complessivo di animali previsti dal disegno sperimentale dovra aumentare del
numero di animali che saranno sacrificati prima della conclusione dello studio. Al fine di monitorare lo stato
della patologia, se necessario durante lo studio € possibile aggiungere un altro gruppo di animali sentinella
(solitamente 5 esemplari per sesso) (30). Ulteriori elementi sono forniti nel documento di orientamento OCSE
n. 116 (7).

Gruppi-dose e dosaggi

21. 1I documento di orientamento del’OCSE n. 116 (7) fornisce indicazioni in merito a tutti gli aspetti legati alla
scelta delle dosi e all'intervallo tra i livelli di dose. Si somministrano almeno tre diversi livelli di dose e un
controllo parallelo. I livelli di dose sono generalmente basati sui risultati di precedenti studi di durata inferiore
con dosi ripetute o di determinazione degli intervalli di dose e devono tenere conto dei dati tossicologici e
tossicocinetici esistenti disponibili relativi alla sostanza chimica in esame o a sostanze chimiche analoghe.

22. A meno che la natura fisico-chimica o gli effetti biologici della sostanza chimica in esame non impongano limiti
in tal senso, il livello di dose piu elevato va scelto con Tobiettivo di individuare gli organi bersaglio e gli effetti
tossici senza provocare sofferenza, tossicita grave, morbilita o morte. In considerazione dei fattori di cui al
paragrafo 23 sottostante, il livello di dose piti elevato di norma ¢ scelto per rendere manifesta la tossicita, ad
esempio con un calo dell'aumento del peso (circa del 10 %). Tuttavia, a seconda degli obiettivi dello studio (cfr.
paragrafo 6), si pud optare per una dose massima inferiore alla dose che renda manifesta la tossicita, ad esempio
se una dose provoca un effetto indesiderato preoccupante che perd ha un impatto lieve sull'aspettativa di vita o
sul peso corporeo.

23. 1 livelli di dose e lintervallo tra i livelli di dose possono essere scelti per stabilire un rapporto dose-risposta e, a
seconda delle modalita di azione della sostanza chimica in esame, un NOAEL o altri risultati attesi dello studio,
ad esempio una dose di riferimento (BMD, benchmark dose, cfr. paragrafo 25) al livello di dose piti basso. Tra i
fattori da tenere in considerazione nella scelta delle dosi piti basse rientrano anche la curva attesa del rapporto
dose-risposta, le dosi alle quali possono subentrare dei cambiamenti nel metabolismo o nella modalita di azione
tossica, il livello a cui si prevede una soglia o il livello che si prevede possa costituire un punto di partenza per
un’estrapolazione a basse dosi.

24. Lintervallo tra i livelli di dose scelto dipendera dalle caratteristiche della sostanza chimica di prova e non pud
essere imposto dal presente metodo di prova, ma di frequente fattori tra due e quattro forniscono buoni risultati
delle prove per determinare dosi a livelli discendenti, mentre spesso ¢ preferibile aggiungere un quarto gruppo di
prova piuttosto che utilizzare intervalli molto distanziati (ad esempio oltre un fattore di circa 6-10) tra le dosi. In
linea generale va evitato I'uso di fattori superiori a 10 e se vi si ricorre € opportuno giustificare tale scelta.

25. Come precisato ulteriormente nel documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7), nella scelta della dose vanno
tenuti in considerazione, tra l'altro, i seguenti aspetti:

— non linearita o punti di flesso presunti o riscontrati nella curva dose-risposta,

— aspetti tossicocinetici e range di dosi a cui subentra o meno induzione metabolica, saturazione o non
linearita tra dosi esterne e interne,

— lesioni precursive, indicatori degli effetti o indicatori di processi biologici fondamentali sottostanti in corso,

— aspetti principali (0 presunti) delle modalita di azione, ad esempio dosi alle quali inizia a subentrare
citotossicita, i livelli ormonali sono perturbati, i meccanismi di omeostasi sono superati ecc.,
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— regioni della curva dose-risposta per cui ¢ necessaria una stima particolarmente precisa, ad esempio nell'am-
bito della dose di riferimento prevista o di una soglia ipotizzata,

— considerazione dei livelli previsti di esposizione umana.

26. 11 gruppo di controllo deve essere non trattato o trattato solo con il veicolo nel caso si utilizzi un veicolo per
somministrare la sostanza chimica in esame. Salvo il trattamento con la sostanza chimica in esame, gli animali
del gruppo di controllo vanno manipolati esattamente come quelli dei gruppi sperimentali. Se si utilizza un
veicolo, il gruppo di controllo ricevera il veicolo al volume piti elevato dei gruppi-dose. Se una sostanza chimica
¢ somministrata con la dieta e comporta una riduzione dell'assunzione di cibo significativa a causa di una
minore palatabilita, puo essere utile aggiungere un ulteriore gruppo di controllo alimentato allo stesso modo che
si prestera di piti a tale scopo.

Preparazione delle dosi e somministrazione della sostanza chimica in esame

27. La sostanza chimica in esame di norma viene somministrata con il cibo, l'acqua di abbeveraggio o per via
intragastrica. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito alle vie
e ai metodi di somministrazione. La via di somministrazione dipende dall'obiettivo dello studio, dalle caratteri-
stiche chimico-fisiche della sostanza chimica in esame, dalla sua biodisponibilita e dalla via e dal metodo
predominanti di esposizione degli esseri umani. E necessario giustificare la scelta della via e del metodo di
somministrazione. Nell'interesse della salute animale, la somministrazione mediante sonda orale di norma &
scelta solo per le sostanze per cui questa via e questo metodo di somministrazione corrispondono ragionevol-
mente a una potenziale esposizione umana (ad esempio farmaci). Per le sostanze chimiche ingerite con gli
alimenti o presenti nellambiente, inclusi i pesticidi, la somministrazione avviene solitamente con il cibo o I'acqua
di abbeveraggio. Tuttavia in alcune circostanze, ad esempio nel caso dell'esposizione professionale, puo essere
opportuna la somministrazione per altre vie.

28. Ove necessario, la sostanza di prova ¢ disciolta o sospesa in un veicolo adeguato. E opportuno tenere conto, a
seconda del caso, delle seguenti caratteristiche del veicolo e di altri additivi: effetti sull'assorbimento, sulla
distribuzione, sul metabolismo o sulla ritenzione della sostanza chimica in esame, effetti sulle proprieta chimiche
della sostanza chimica in esame che possono alterarne le caratteristiche tossiche ed effetti sulla consumazione di
cibo 0 acqua sullo stato nutrizionale degli animali. Si raccomanda di prendere anzitutto in considerazione, ogni
qualvolta possibile, I'uso di una soluzione[sospensione acquosa, e in seconda battuta quello di una soluzione/
emulsione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile soluzione in altri veicoli. Dei veicoli
diversi dall'acqua devono essere note le caratteristiche tossiche. Devono essere disponibili informazioni in merito
alla stabilita della sostanza chimica in esame e allomogeneita delle soluzioni o razioni di dosaggio (a seconda del
caso) nelle condizioni di somministrazione (ad esempio dieta).

29. Per le sostanze somministrate con la dieta o I'acqua di abbeveraggio ¢ importante impedire che le quantita della
sostanza in esame interferiscano con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. In studi a lungo
termine che ricorrono alla somministrazione con la dieta, la concentrazione nel cibo della sostanza chimica in
esame di norma non puo superare la soglia massima del 5 % della dieta totale, al fine di evitare degli squilibri
alimentari. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con la dieta, si puo ricorrere sia a una concen-
trazione alimentare costante (mg/kg di cibo o ppm), sia a dosi di livello costante in funzione del peso dell'ani-
male (mg/kg di peso corporeo), con calcolo su base settimanale. La scelta di eventuali alternative va specificata.

30. In caso di somministrazione per via orale, agli animali viene somministrata una dose giornaliera della sostanza
chimica in esame (sette giorni la settimana), di norma per un periodo di 24 mesi (cfr. anche paragrafo 32) per i
roditori. Occorre giustificare la scelta di eventuali altri regimi di dosaggio, ad esempio cinque giorni la settimana.
In caso di somministrazione per via epidermica, di norma gli animali sono trattati con la sostanza chimica in
esame per almeno 6 ore al giorno, 7 giorni la settimana, cosi come specificato nel capitolo B.9 del presente
allegato (11), per un periodo di 24 mesi. L'esposizione per via inalatoria si protrae per 6 ore al giorno, 7 giorni
la settimana, ma, se giustificata, pud essere scelta un'esposizione di 5 giorni la settimana. La durata del periodo di
somministrazione di norma ¢ di 24 mesi. Se delle specie di roditori diverse dai ratti sono sottoposte a
esposizione “a naso solo”, ¢ possibile adeguare la durata massima di esposizione per ridurre al minimo il
loro stress. La scelta di una durata di esposizione inferiore a 6 ore al giorno deve essere debitamente motivata.
Cfr. anche il capitolo B.8 del presente allegato (9).

31. Se la somministrazione della sostanza chimica in esame avviene per via intragastrica, deve avvenire per mezzo di
una sonda o una cannula per intubazione ogni giorno all'incirca allo stesso orario. Di norma viene sommini-
strata una dose singola una volta al giorno, ma laddove, ad esempio, la sostanza chimica in esame fosse un
irritante locale, ¢ possibile mantenere la dose giornaliera ripartendola su due momenti diversi (due volte al
giorno). Il massimo volume di liquido che pud essere somministrato in un'unica soluzione dipende dalle
dimensioni dell'animale. Il volume deve essere limitato il pitt possibile e per i roditori non puo superare, di
norma, 1 ml/100 g di peso corporeo (31). La variabilita dei volumi somministrati va ridotta al minimo rego-
lando le concentrazioni in modo da assicurare un volume costante in tutti i livelli di dose. Sostanze chimiche
potenzialmente corrosive o irritanti sono considerate un’eccezione e devono essere diluite per evitare effetti locali
gravi. Va evitato lo svolgimento di prove con concentrazioni che rischiano di essere corrosive o irritanti per il
tratto gastrointestinale.
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Durata dello studio

32. Per i roditori la durata della prova di norma ¢ di 24 mesi, il che corrisponde alla maggior parte della vita
normale degli animali sperimentali. La durata degli studi puo essere piti lunga o piu breve a seconda della durata
di vita del ceppo delle specie animali previste per lo studio, ma deve essere giustificata. Per determinati ceppi di
topi, ad esempio AKR[], C3HJ] o C57BL/6], puo essere pili appropriata una durata di 18 mesi. Qui di seguito
saranno forniti alcuni orientamenti relativi alla durata e alla conclusione dello studio e alla sopravvivenza. Il
documento di orientamento dellOCSE n. 116 — Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies
(7) fornisce ulteriori orientamenti in materia, tra cui le considerazioni sull'accettabilita di ritenere negativo uno
studio di cancerogenesi in relazione alla sopravvivenza degli animali.

— Va vagliata la possibilita di concludere lo studio quando la quantita di animali sopravvissuti nei gruppi a dose
pitt bassa o del gruppo di controllo ¢ piti bassa del 25 %

— Lo studio non va concluso in caso di morti premature dovute alla tossicita limitate al gruppo ad alta dose
— Nella valutazione della sopravvivenza si deve distinguere a seconda del sesso degli animali

— Lo studio non si deve prolungare oltre il momento in cui i dati resi disponibili in questo contesto non sono
pitt sufficienti per giungere a una valutazione valida dal punto di vista statistico.

OSSERVAZIONI

33. Tutti gli animali vanno osservati per identificare segni di morbilita e mortalita, in genere all'inizio e alla fine della
giornata, weekend e giorni festivi inclusi. Inoltre gli animali devono essere sottoposti a un controllo quotidiano
dei segni di rilevanza tossicologica, tenendo conto del periodo di picco degli effetti previsti dopo la sommini-
strazione nel caso in cui questa avvenga per via intragastrica. Si dedichera speciale attenzione allinsorgenza dei
tumori: si registrera la data di inizio, la posizione, le dimensioni, 'aspetto e la progressione di ogni tumore
macroscopicamente visibile o palpabile.

Peso corporeo, consumo di cibo/acqua ed efficienza alimentare

34. Tutti gli animali devono essere pesati all'inizio del trattamento, almeno una volta la settimana nelle prime 13
settimane e successivamente almeno una volta al mese. Le misurazioni del consumo di cibo e dellefficienza
alimentare devono essere effettuati almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successivamente
almeno una volta al mese. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con l'acqua di abbeveraggio, il
consumo di acqua deve essere misurato almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successiva-
mente almeno una volta al mese. E utile tener conto della misurazione del consumo di acqua anche negli studi
in cui quest'ultimo ¢ alterato.

Ematologia, biochimica clinica e altre misurazioni

35. Al fine di sfruttare al massimo le informazioni ottenute dallo studio, soprattutto per quando riguarda le
considerazioni legate alle modalita di azione, a discrezione del responsabile scientifico dello studio ¢ possibile
effettuare dei prelievi di sangue ai fini di analisi ematologiche e di biochimica clinica. Potrebbe essere utile anche
effettuare 'esame delle urine. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori indicazioni sul
valore di tali campionamenti nel quadro di uno studio di cancerogenesi. Se lo si ritiene opportuno, si puo
effettuare un campionamento del sangue per determinazioni ematologiche e di chimica clinica nonché per
l'esame delle urine nel quadro di un sacrificio intermedio (paragrafo 20) e al termine dello studio, effettuandolo
su un minimo di 10 animali per sesso e per gruppo. Occorre prelevare campioni di sangue da un sito specifico,
ad esempio con punture cardiache o dal seno retro-orbitale, sotto anestesia. Tali campioni vanno conservati, se
del caso, in condizioni idonee. Per I'esame possono essere preparati anche degli strisci di sangue, in particolare se
il midollo osseo sembra rientrare tra gli organi bersaglio, sebbene il valore di tale esame ai fini della valutazione
del potenziale cancerogenofoncogeno non sia indiscusso (32).

PATOLOGIA
Necroscopia macroscopica

36. Tutti gli animali dello studio, ad eccezione degli animali sentinella (cfr. paragrafo 20) e altri animali satellite
dovranno essere sottoposti ad una necroscopia dettagliata completa, che comprende un accurato esame della
superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi, della cavita cranica, toracica e addominale e del loro contenuto.
Per gli animali sentinella e altri animali satellite, valutando caso per caso pud essere necessaria un‘autopsia, a
discrezione del responsabile scientifico dello studio. Il peso degli organi di norma non rientra nello studio di
cancerogenesi, poiché i cambiamenti geriatrici prima, e in fasi successive lo sviluppo di tumori hanno un effetto
distorsivo sull'utilita dei relativi dati. Il peso degli organi potrebbe essere tuttavia importante ai fini della
valutazione della forza probante dei dati e in particolare per considerazioni sulle modalita di azione. Se tali
dati sono rilevati nel quadro di uno studio satellite, vanno raccolti a distanza di non oltre un anno dallinizio
dello studio.

37. 1 seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione piti appropriato sia per il tipo di tessuto, sia per il
previsto esame istopatologico successivo (33) (i tessuti tra parentesi quadre sono facoltativi).
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tutte le lesioni macrosco- | cuore pancreas stomaco (prestomaco,
piche stomaco ghiandolare
ghiandole surrenali ileo ghiandola paratiroidea [denti]
aorta digiuno nervo periferico testicoli
cervello (incluse le sezioni | reni pituitaria timo
di cervello, cervelletto,
bulbo/ponte)
intestino cieco ghiandola lacrimale prostata tiroide

(esorbitale)
cervice fegato retto [lingua]
ghiandola della coagula- polmone ghiandola salivare trachea
zione
colon Linfonodi (superficiali e | vescicola seminale vescica

profondi)
duodeno ghiandola mammaria muscolo scheletrico utero (cervice inclusa)

(obbligatoria per esem-

plari di sesso femminile

e, se visibile ai fini della

la dissezione, anche per

quelli di sesso maschile)
epididimo [tratto respiratorio supe- | pelle [uretere]

riore, incluso il naso, i

turbinati e i seni para-

nasali]
occhi (retina inclusa) esofago midollo spinale (a tre li- | [uretra]

velli: cervicale, medioto-
racico e lombare)
[femore con articolazione] | [bulbo olfattivo] milza vagina
cistifellea (eccetto per i ovaia [sterno] sezione di midollo osseo
topi) e/o un aspirato di midollo
osseo fresco

ghiandola di Harder

In caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno conservati entrambi gli organi. I reperti
clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli
organi considerati organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza in esame. Negli studi che prevedono
una somministrazione per via epidermica, vanno preservati gli organi di cui all'elenco riferito alla via orale. In
particolare, sono essenziali il campionamento e la conservazione della pelle della zona di applicazione della
sostanza. In studi che prevedono la via inalatoria come metodo di somministrazione, l'elenco dei tessuti da
conservare ed esaminare in relazione al tratto respiratori deve corrispondere alle raccomandazioni contenute nei
capitoli B.8 e B.29 del presente allegato. Per altri organiftessuti (oltre ai tessuti conservati specificamente del
tratto respiratorio) va esaminato l'elenco degli organi relativo alla via orale.

Esame istopatologico

38. Sono disponibili orientamenti sulle buone pratiche nella conduzione di studi di patologia tossicologica (33).
Come minimo, vanno esaminati i seguenti tessuti:

— tutti i tessuti dei gruppi ad alta dose e di controllo,
— tutti i tessuti degli animali che sono morti o sono stati sacrificati nel corso dello studio,
— tutti i tessuti che evidenziano anomalie macroscopiche, tumori compresi,

— se si osservano dei cambiamenti istopatologici in relazione al trattamento nel gruppo ad alta dose, tali tessuti
vanno esaminati in ogni animale di tutti gli altri gruppi-dose,

— in caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno esaminati entrambi gli organi.
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DATI E RELAZIONE
Dati

39. Devono essere forniti dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabelle che indichino per ogni gruppo sperimentale il numero di animali presenti all'inizio della prova, il numero
di animali trovati morti durante la prova o sottoposti ad eutanasia e il momento di tutti i decessi/eutanasie, il
numero di animali che presentano segni di tossicita, una descrizione dei segni di tossicita osservati, quali
momento dell'esordio, durata e gravita di tutti gli effetti tossici, il numero di animali che presentano lesioni,
il tipo di lesioni e la percentuale di animali rapportata al tipo di lesione. Tabelle riassuntive dei dati devono
fornire le medie e le deviazioni standard (per dati raccolti in via continuativa) relative agli animali che eviden-
ziano effetti tossici o lesioni, oltre allindicazione dell'entita delle lesioni.

40. I dati storici di controllo possono essere utili per interpretare i risultati dello studio, ad esempio quando i dati
forniti da gruppi di controllo paralleli sembrano divergere significativamente da dati recenti relativi ad animali di
controllo dello stesso centro di prova/della stessa colonia. Se valutati, i dati storici di controllo vanno trasmessi
dallo stesso laboratorio e devono riferirsi ad animali della medesima eta e dello stesso ceppo, nonché essere
generati nei cinque anni che precedono lo studio in questione.

41. I risultati numerici vanno valutati mediante un metodo statistico adeguato e generalmente accettabile. I metodi
statistici e i dati da analizzare vanno scelti gia in sede di determinazione del disegno sperimentale. Questa scelta
deve rendere possibili degli aggiustamenti in funzione del grado di sopravvivenza, se necessario.

Relazione sulla prova

42. La relazione sulla prova deve riportare le informazioni seguenti:
Sostanza chimica in esame:
— natura fisica, purezza e proprieta fisico-chimiche,
— dati identificativi,
— origine della sostanza chimica,
— numero del lotto,
— certificazione dell'analisi chimica.
Veicolo (se del caso):
— motivazione della scelta del veicolo utilizzato, se diverso dall'acqua.
Animali sperimentali:
— specie/ceppo utilizzato e giustificazione della scelta effettuata,
— numero, eta e sesso degli animali all'inizio della prova,
— origine, condizioni di stabulazione, dieta ecc.,
— peso di ciascun animale all'inizio della prova.
Condizioni sperimentali:
— criteri di scelta della via di somministrazione e della dose,
— laddove opportuno, metodi statistici usati per analizzare i dati,
— dettagli sulla formulazione della sostanza chimica in esame/la preparazione della dieta,

— dati di analisi sulla concentrazione, la stabilita e I'omogeneita della preparazione,
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— via di somministrazione e relativi dettagli della sostanza chimica in esame,

per gli studi che prevedono la somministrazione per via inalatoria, scelta tra esposizione “a naso solo” o “a
corpo intero”,

— dosi effettive (mg/kg di peso corporeo/giorno) e, se del caso, fattore di conversione tra la concentrazione
della sostanza chimica in esame nella dietajacqua di abbeveraggio (mg/kg o ppm) e la dose effettiva,

— dettagli relativi alla qualita del cibo e dellacqua.

Risultati (vanno indicati dati da presentare sotto forma di tabelle e dati individuali sugli animali)

Dati generali:

— dati sulla sopravvivenza degli animali,

— peso corporeo/cambiamenti del peso corporeo,

— assunzione di cibo, calcoli sull'efficienza alimentare, se effettuati, nonché consumo di acqua, se del caso,

— dati tossicocinetici (se disponibili),

— dati oftalmoscopici (se disponibili),

— esami ematologici (se disponibili),

— esami di chimica clinica (se disponibili).

Risultati clinici:

— segni di tossicita,

— incidenza (e, se classificata, la gravita) di eventuali anomalie,

— natura, gravita e durata dei segni clinici (transitori o permanenti).

Dati necroscopici:

— peso corporeo finale,

— peso degli organi (anche in relazione al peso corporeo, se del caso),

— reperti necroscopici; incidenza e gravita delle anomalie.

Esame istopatologico.

— reperti istopatologici non neoplastici,

— reperti istopatologici neoplastici,

— correlazione tra reperti macroscopici e microscopici,

— descrizione particolareggiata di tutti i reperti istopatologici relativi al trattamento, inclusi i livelli di gravita,
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— relazioni su eventuali esami inter pares dei vetrini.
Elaborazione statistica dei risultati, se del caso

Discussione dei risultati, compreso:

— discussione su tutti gli approcci di modellizzazione,

— rapporti dose-risposta,

— dati storici di controllo,

— esame di tutte le informazioni sulle modalita di azione,
— determinazione BMD, NOAEL o LOAEL,

— rilevanza per gli esseri umani.

Conclusioni
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata seguendo il presente metodo di prova.

B.33. STUDI COMBINATI DI TOSSICITA CRONICA/CANCEROGENESI

INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 453
(2009) La prima linea guida 453 ¢ stata adottata nel 1981. Si ¢ ritenuto necessario sviluppare questa versione
aggiornata del metodo di prova B.33 alla luce dei recenti progressi nellambito del benessere animale e degli
obblighi normativi (1) (2) (3) (4) (5). L'aggiornamento del presente metodo di prova B.33 si ¢ svolto in parallelo
alle revisioni del capitolo B.32 del presente allegato, studi di cancerogenesi, e del capitolo B.30 del presente
allegato, studi di tossicita cronica, con l'obiettivo di integrare le informazioni in relazione agli animali usati nello
studio e di fornire maggiori dettagli sulla scelta delle dosi. Il presente metodo di prova ¢ concepito per testare
un’'ampia serie di sostanze chimiche, tra cui pesticidi e sostanze chimiche industriali. Va tuttavia specificato che
alcuni dettagli e requisiti possono essere diversi per i prodotti farmaceutici (cfr. Conferenza internazionale
sullarmonizzazione, Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals).

2. La maggior parte degli studi di tossicita cronica e cancerogenesi ¢ svolta su specie di roditori, pertanto il
presente metodo di prova ¢ destinato ad applicarsi in primo luogo agli studi che hanno ad oggetto queste
specie. Se dovesse risultare necessario condurre tali studi sui non roditori, possono trovare applicazione, con le
opportune modifiche, anche i principi e le procedure esposti nel presente metodo di prova, congiuntamente a
quelli specificati al capitolo B.27 del presente allegato (studio della tossicita orale con somministrazione ripetuta
di dosi per 90 giorni sui non roditori) (6), come indicato nel documento di orientamento dellOCSE — Design
and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7).

3. Le tre vie principali di somministrazione usate in relazione alla tossicita cronica/cancerogenesi sono: orale,
cutanea e per inalazione. La scelta della via di somministrazione € fatta in funzione delle caratteristiche chimico-
fisiche della sostanza in esame e della piti probabile via di esposizione degli esseri umani. Il documento di
orientamento delllOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito alla scelta della via di esposizione.

4. Questo metodo di prova ¢ incentrato sull'esposizione per via orale, ossia la via pit usata negli studi di tossicita
cronica e di cancerogenesi. Gli studi a lungo termine che prevedono un'esposizione per via cutanea o per
inalazione possono essere necessari anche per la valutazione del rischio per la salute umana efo possono essere
richiesti da determinati regimi normativi, ma entrambe le vie di esposizione evidenziano una complessita
considerevole sul piano tecnico. Questo tipo di studi dovra essere concepito caso per caso, ma il metodo di
prova qui esposto per la valutazione e l'esame della tossicita cronica e della cancerogenesi con somministrazione
orale potrebbe costituire la base di un protocollo per studi per inalazione efo cutanei, per quanto riguarda le
raccomandazioni per i periodi di trattamenti, i parametri clinici e patologici ecc. OCSE ha pubblicato docu-
menti di orientamento sulla somministrazione delle sostanze chimiche in esame per via cutanea (7) e per
inalazione (7) (8). Il capitolo B.8 del presente allegato (9) e il capitolo B.29 del presente allegato (10), insieme
al documento di orientamento dellOCSE — Acute inhalation testing (8) vanno consultati in particolare nell'impo-
stazione di studi a lungo termine che prevedono l'esposizione per inalazione. Il capitolo B.9 del presente
allegato (11) va consultato nel caso di prove svolte per via cutanea.

5. Lo studio combinato di tossicita cronica/cancerogenesi fornisce informazioni sui possibili rischi per la salute che
potrebbero derivare dall'esposizione ripetuta nell'arco di un periodo che pud estendersi fino all'intero ciclo di
vita delle specie usate. Con questo studio sara possibile ottenere informazioni sugli effetti tossici della sostanza
chimica in esame, tra cui la potenziale cancerogenesi, e dare indicazioni su organi bersaglio e sulla possibilita di
accumulo. Esso puo inoltre fornire indicazioni sul cosiddetto no-observed-adverse-effect level (livello fino al quale
non si osservano effetti dannosi) per gli effetti tossici e, nel caso di cancerogeni non genotossici, per le risposte
tumorali, consentendo la determinazione di criteri di sicurezza per l'esposizione umana. Si sottolinea inoltre la
necessita di sottoporre gli animali ad attente osservazioni cliniche, allo scopo di ottenere il maggior numero
possibile di informazioni.

6. Tra gli obiettivi degli studi di tossicita cronica/cancerogenesi condotti con questo metodo di prova figurano:

— lindividuazione delle proprieta cancerogene di una sostanza chimica in esame, che risultano in una mag-
giore incidenza di neoplasmi, una pitt grande proporzione di neoplasmi maligni o una riduzione nei tempi
di latenza di neoplasmi, il tutto in confronto a gruppi di controllo,

— lindividuazione dei tempi di latenza di neoplasmi,

— Tindividuazione della tossicita cronica della sostanza chimica in esame,




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

— lindividuazione di uno o piu organi bersaglio di tossicita cronica e cancerogenesi,
— la caratterizzazione del rapporto dose-risposta,

— Tlindividuazione di un no-observed-adverse-effect level (NOAEL), ossia il livello fino al quale non si osservano
effetti dannosi o di un punto di partenza per la determinazione di una dose di riferimento (BMD),

— lestrapolazione di effetti cancerogeni relativi a un'esposizione umana a basse dosi,
— la previsione degli effetti di tossicita cronica ai livelli di esposizione umana,
— la produzione di dati per verificare le ipotesi relative alle modalita di azione (2) (7) (12) (13) (14) (15).

CONSIDERAZIONI INIZIALI

7. Nella valutazione e nell'esame della potenziale cancerogenesi e tossicita cronica di una sostanza chimica in
esame, prima di condurre lo studio, i laboratori che eseguono la prova devono considerare tutte le informazioni
disponibili sulla sostanza chimica in esame al fine di orientare il disegno sperimentale nella maniera pitt
efficiente per valutare il potenziale di tossicita cronica limitando al minimo necessario l'uso di animali. Le
informazioni e considerazioni relative alle modalita di azione di una presunta sostanza cancerogena (2) (7) (12)
(13) (14) (15) sono particolarmente importanti, poiché il disegno ottimale potrebbe variare a seconda del fatto
che una sostanza chimica sia una sostanza cancerogena genotossica nota o presunta. Il documento di orien-
tamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori indicazioni, tra cui considerazioni in merito alle modalita di
azione.

8. Tre le informazioni utili per il disegno sperimentale saranno considerate l'identita, la struttura chimica e le
proprieta fisico-chimiche della sostanza chimica in esame, le informazioni sulle modalita di azione, i risultati di
eventuali altre prove di tossicita in vitro o in vivo, incluse delle prove di genotossicitd; 'impiego o gli impieghi
previsti per 'esposizione umana, dati (Q)SAR, di mutagenesi/genotossicita, cancerogenesi e altri dati tossicologici
disponibili in merito a sostanze chimiche di struttura affine; i dati tossicocinetici disponibili (dose unica e dose
ripetuta, laddove disponibile) e i risultati di altri studi a dose ripetuta. La determinazione della tossicita cronica/
cancerogenesi si effettua solamente una volta ottenuti i primi risultati delle prove di tossicita a dose ripetuta su
28 giorni efo 90 giorni. Anche prove di iniziazione-promozione di tumori a breve termine possono fornire
informazioni utili. E opportuno prendere in considerazione un approccio a tappe nello svolgimento delle prove
di cancerogenesi svolte nel quadro della valutazione generale degli effetti potenzialmente nocivi di una parti-
colare sostanza chimica in esame (16) (17) (18) (19).

9. I metodi statistici piti adeguati per l'analisi dei risultati, tenuto conto del disegno sperimentale e degli obiettivi,
sono stabiliti prima dell'inizio dello studio. Occorre inoltre determinare se le statistiche debbano o meno tenere
conto dell'aggiustamento in funzione della sopravvivenza, dell'analisi dei rischi cumulati di tumore legati al
tempo di sopravvivenza, dell'analisi dei tempi di latenza del tumore e dell'analisi effettuata in caso di morte
prematura degli animali di uno o pit gruppi. Il documento di orientamento dell OCSE n. 116 (7) e il documento
di orientamento dellOCSE n. 35 — Analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (20)
forniscono indicazioni sulle analisi statistiche appropriate e sui riferimenti fondamentali a metodi statistici
riconosciuti a livello internazionale.

10. Nella realizzazione di uno studio di cancerogenesi ¢ opportuno seguire sempre i principi guida e le conside-
razioni specificati nel documento di orientamento dellOCSE n. 19 — Recognition, assessment, and use of clinical
signs as humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (21), in particolare nel paragrafo 62. Tale
paragrafo precisa che negli studi che prevedono la somministrazione ripetuta di dosi, se un animale manifesta
segnali clinici progressivi, che conducano a un ulteriore peggioramento delle sue condizioni, ¢ necessario
decidere con cognizione di causa se sottoporre I'animale ad eutanasia. In questa decisione va anche soppesato
il valore delle informazioni che possono essere ottenute continuando a includere tale animale nello studio e il
suo stato in generale. Se si decide di continuare a mantenere I'animale nello studio occorre aumentare la
frequenza delle osservazioni, a seconda del caso. E anche possibile, senza pregiudicare il fine della prova,
sospendere temporaneamente la somministrazione delle dosi se cio allevia il dolore o riduce lo stress cui &
sottoposto I'animale, oppure ancora ridurre le dosi.

11. 1l documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) e due pubblicazioni dell'International Life Sciences Institute
(22) (23) forniscono ragguagli dettagliati in merito ai dibattiti sulla selezione delle dosi per gli studi di tossicita
cronica e cancerogenesi. La strategia di base per la scelta delle dosi dipende dal o dagli obiettivi fondamentali
dello studio (paragrafo 6). Nel selezionare il livello adeguato delle dosi sarebbe opportuno trovare un equilibrio
tra, da un lato, I'individuazione dei rischi e, dallaltro, la caratterizzazione e la rilevanza delle risposte alle basse
dosi. Cio assume particolare rilevanza nel caso del presente studio combinato di tossicita cronica e canceroge-
nesi.
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12. E opportuno valutare l'opportunita di svolgere il presente studio combinato di tossicita cronica e cancerogenesi
piuttosto che eseguire in separata sede uno studio di tossicita cronica (capitolo B.30 del presente allegato) e uno
studio di cancerogenesi (capitolo B.32 del presente allegato). La prova combinata ¢ pit efficiente sotto il profilo
della gestione dei tempi e dei costi nonché di un numero minore di animali utilizzati rispetto alla conduzione di
due studi distinti, pur senza compromettere la qualita dei dati nella fase che verifica la cronicita e nella fase che
verifica la cancerogenesi. Nello svolgimento di uno studio combinato di tossicita cronica e cancerogenesi
occorre tuttavia tenere opportunamente in considerazione i principi della selezione delle dosi (paragrafi 11 e
22-26). E inoltre riconosciuto che determinati quadri normativi richiedono la conduzione di studi ben distinti. 11
documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori orientamenti sul disegno dello studio
combinato di tossicita cronica e cancerogenesi al fine di ottenere la massima efficacia negli studi in termini
di possibilita di riduzione dell'uso di animali e di armonizzazione delle varie procedure sperimentali.

13. Le definizioni usate nel contesto del presente metodo di prova sono specificate alla fine del presente capitolo e
nel documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7).

PRINCIPIO DELLA PROVA

14. 1 disegno sperimentale prevede due fasi parallele, una relativa alla cronicita, l'altra relativa alla cancerogenesi
(per la durata delle fasi si rimanda rispettivamente ai paragrafi 34 e 35). La sostanza chimica in esame di norma
¢ somministrata per via orale, ma puo essere opportuno anche ricorrere alla via inalatoria o cutanea. Per la fase
relativa alla cronicita, la sostanza chimica in esame ¢ somministrata giornalmente in dosi graduali a diversi
gruppi di animali, con un livello di dose per gruppo, di norma per un periodo di 12 mesi, ma a seconda degli
obblighi normativi possono essere scelti anche periodi piti lunghi o piti corti (cfr. paragrafo 34). La durata scelta
deve essere sufficientemente lunga da garantire la manifestazione degli effetti della tossicita cumulata senza che
insorgano gli effetti distorsivi dei cambiamenti geriatrici. Il disegno sperimentale puo anche prevedere uno o pitt
sacrifici intermedi, ad esempio dopo 3 e 6 mesi, e a tale fine possono essere introdotti nello studio ulteriori
animali (cfr. paragrafo 20). Per la fase relativa alla cancerogenesi, la sostanza chimica in esame ¢ somministrata
giornalmente a vari gruppi di animali per la maggior parte della loro vita. In entrambe le fasi gli animali sono
sottoposti ad attenta osservazione per accertare eventuali sintomi di tossicita e lo sviluppo di lesioni neopla-
stiche. Gli animali deceduti o soppressi durante 'esperimento vengono sottoposti a necroscopia. Al termine della
prova gli animali superstiti vengono soppressi e sottoposti a necroscopia.

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

15. 1 presente metodo di prova ¢ dedicato innanzitutto alla valutazione e all'esame della tossicita cronica e della
cancerogenesi nei roditori (paragrafo 2). L'uso di specie di non roditori puo essere considerato se i dati
disponibili indicano che cio sia pitt appropriato per prevedere gli effetti sulla salute umana. La scelta del veicolo
deve essere motivata. La specie di elezione ¢ il ratto, sebbene si possano utilizzare anche altre specie di roditori,
come il topo. Nonostante I'uso di topi possa avere un'utilita limitata nelle prove di cancerogenesi (24), (25) (26),
nel quadro di alcuni programmi di natura normativa le prove di cancerogenesi sui tipi sono tuttora previste,
salvo nei casi in cui ¢ stato appurato che una tale prova non ¢ necessaria dal punto di vista scientifico. I ratti e i
topi costituiscono i modelli sperimentali preferibili in ragione della loro aspettativa di vita relativamente breve,
del loro uso diffuso in studi farmacologici e tossicologici, della loro sensibilita allinduzione di tumori e della
disponibilita di ceppi sufficientemente caratterizzati. Viste queste caratteristiche, ¢ disponibile una grande quan-
tita di informazioni di carattere fisiologico e patologico. 1l disegno e lo svolgimento di studi di tossicita
cronica/cancerogenesi su specie di non roditori, se richieste, vanno basate sui principi indicati nel presente
metodo di prova e in quelli specificati nel capitolo B.27 del presente allegato (Studio della tossicita orale con
somministrazione ripetuta di dosi per 90 giorni sui non roditori) (6). Il documento di orientamento dellOCSE
n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito alla scelta delle specie e del ceppo.

16. Si devono utilizzare animali adulti giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. Lo
studio combinato di tossicita cronica/cancerogenesi andrebbe condotto su animali dello stesso ceppo e della
stessa provenienza rispetto a quelli utilizzati per studi preliminari di tossicita di durata inferiore. Ciononostante,
se ¢ appurato che animali dello stesso ceppo e della medesima provenienza presentano problemi nel soddisfare i
criteri di sopravvivenza normalmente riconosciuti per studi a lungo termine [cfr. il documento di orientamento
dellOCSE n. 116 (7)] si dovrebbe considerare l'utilizzo di un ceppo di animali che evidenzia un tasso di
sopravvivenza accettabile per uno studio a lungo termine. Le femmine devono essere nullipare e non gravide.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

17. Gli animali devono essere alloggiati in gabbie individuali o contenenti piccoli gruppi dello stesso sesso. La
sistemazione individuale va considerata soltanto se scientificamente giustificata (27) (28) (29). Le gabbie devono
essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. La temperatura
dello stabulario deve essere di 22 °C (+ 3 °C). L'umidita relativa deve essere preferibilmente del 50-60 %; in ogni
caso deve essere non inferiore al 30 % e possibilmente non superiore al 70 %, tranne durante la pulizia del
laboratorio. Lilluminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 doscurita. Per
quanto concerne l'alimentazione, si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con una quantita
illimitata d’acqua di abbeveraggio. La dieta deve corrispondere a tutti i requisiti nutrizionali delle specie in
esame e il tenore di contaminanti dietetici, tra cui anche i residui di pesticidi, inquinanti organici persistenti,
fitoestrogeni, metalli pesanti e micotossine, che potrebbero influenzare Iesito della prova, deve essere il piu
basso possibile. Le informazioni analitiche sui livelli di nutrienti e di contaminanti dietetici devono essere
prodotte periodicamente, quantomeno all'inizio dello studio e in caso di cambio del lotto impiegato, e vanno
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riportate nella relazione finale. Analogamente, devono essere fornite anche informazioni analitiche sull'acqua di
abbeveraggio usata nello studio. La scelta della dieta pud essere condizionata dalla necessita di garantire una
combinazione adeguata tra una data sostanza chimica in esame e l'esigenza di rispettare i requisiti nutrizionali
degli animali nel momento in cui la sostanza chimica ¢ somministrata con il cibo.

Preparazione degli animali

18. Si utilizzano animali sani, che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno 7 giorni e non
siano stati precedentemente sottoposti ad altre procedure sperimentali. Nel caso dei roditori, la somministra-
zione delle dosi agli animali deve iniziare il piti presto possibile in seguito allo svezzamento e allacclimatazione
e preferibilmente prima che gli animali raggiungano le 8 settimane di eta. Gli animali del test vanno caratte-
rizzati per quanto concerne specie, ceppo, provenienza, sesso, peso efo eta. All'inizio dello studio la variazione
ponderale degli animali di ciascun sesso utilizzati deve essere minima e non superare il + 20 % del peso medio
di tutti gli animali interessati dallo studio, operando un distinguo a seconda del sesso. L'assegnazione degli
animali al gruppo di controllo e di trattamento avviene mediante randomizzazione. In seguito all'assegnazione
randomizzata, non dovrebbero esserci piti differenze significative nel peso medio corporeo tra gruppi dello
stesso sesso. Se sono presenti differenze statisticamente rilevanti, la fase di randomizzazione va ripetuta, nei
limiti del possibile. Ad ogni animale va assegnato un numero di identificazione univoco, che sara riportato
sullanimale in maniera indelebile tramite tatuaggio, impianto di un microchip o un altro metodo analogo.

PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

19. E opportuno usare animali di entrambi i sessi. E opportuno utilizzare un numero sufficiente di animali, in modo
tale da poter valutare in maniera approfondita l'evoluzione dei dati dal punto di vista biologico e statistico. Per i
roditori, ogni gruppo-dose (come illustrato al paragrafo 22) e ogni gruppo di controllo parallelo previsti per la
fase dello studio relativa alla cancerogenesi devono pertanto essere composti da almeno 50 animali per sesso. A
seconda della finalita dello studio, si pud aumentare la potenza statistica delle stime principali ripartendo gli
animali in maniera in maniera disomogenea tra i vari gruppi-dose, assegnando oltre 50 animali ai gruppi a bassa
dose, ad esempio per valutare il potenziale cancerogeno a basse dosi. Tuttavia va riconosciuto che un aumento
moderato della dimensione dei gruppi comportera un aumento relativamente esiguo della potenza statistica
dello studio. Per i roditori, ogni gruppo-dose (come illustrato al paragrafo 22) e ogni gruppo di controllo
parallelo previsti per la fase dello studio relativa alla tossicita cronica devono essere composti da almeno 10
animali per sesso. Si fa presente che questo numero ¢ inferiore a quello degli studi relativi alla tossicita cronica
(capitolo B.30 del presente allegato). L'interpretazione dei dati rilevati con un numero ridotto di animali per
gruppo nella fase relativa alla tossicita cronica di questo studio combinato sara tuttavia avallata dai dati rilevati
con un numero maggiore di animali nella fase dedicata alla cancerogenesi. Negli studi che prevedono la
presenza di topi, nella fase relativa alla tossicita cronica potrebbero essere necessari ulteriori animali in ciascun
gruppo-dose al fine di poter eseguire tutti gli esami ematologici del caso. I documento di orientamento
dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito al disegno statistico dello studio e alla scelta
dei livelli di dose per sfruttare al massimo la potenza statistica.

Disposizioni relative ai sacrifici intermedi, a gruppi satellite e ad animali sentinella

20. Lo studio puo prevedere disposizioni relative ai sacrifici intermedi, ad esempio dopo 6 mesi nella fase relativa
alla tossicita cronica, al fine di reperire informazioni sull'evoluzione di alterazioni non neoplastiche e dati
meccanicistici, se scientificamente giustificato. Se tali informazioni sono gia disponibili sulla base di studi sulla
tossicita a dose ripetuta sulla sostanza chimica in esame, tali sacrifici intermedi possono non essere scientifi-
camente giustificati. Gli animali usati nella fase relativa alla tossicita cronica dello studio, di norma dalla durata
di 12 mesi (paragrafo 34) forniscono dati sui sacrifici intermedi per la fase dello studio relativa alla cancero-
genesi, riducendo pertanto il numero totale di animali usati nello studio. Nella fase relativa alla tossicita cronica
dello studio, ai fini del monitoraggio della reversibilita dei cambiamenti tossicologici indotti dalla sostanza
chimica in esame possono essere previsti anche gruppi satellite. Tali gruppi possono essere limitati al livello
di dose pit elevato dello studio e ai gruppi di controllo. Al fine di monitorare lo stato della patologia, se
necessario durante lo studio ¢ possibile aggiungere un altro gruppo di animali sentinella (solitamente 5 esem-
plari per sesso) (30). Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori indicazioni sul
disegno sperimentale al fine di includere i sacrifici intermedi, gli animali satellite e sentinella, riducendo al
contempo il numero di animali usati complessivamente.

21. Se il disegno sperimentale prevede animali satellite e/o sacrifici intermedi, il numero di animali in ciascun
gruppo-dose previsto a tale scopo sara, di norma, pari a 10 animali per sesso e il numero complessivo di
animali previsti dal disegno sperimentale dovra aumentare del numero di animali che si prevede di sopprimere
prima della conclusione dello studio. Gli animali oggetto di sacrifici intermedi e gli animali satellite di norma
sono sottoposti alle medesime osservazioni, tra cui il controllo del peso corporeo, il consumo di cibo/acqua,
analisi ematologiche e biochimico-cliniche ed esami patologici degli animali coinvolti nella fase di esame della
tossicita cronica dello studio principale, sebbene sia possibile disporre anche che (per i gruppi che saranno
sacrificati nel corso dello studio) le osservazioni siano limitate a parametri chiave specifici come la neurotossicita
o l'immunotossicita.

Gruppi-dose e dosaggi

22. 1l documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce indicazioni in merito a tutti gli aspetti legati alla
scelta delle dosi e allintervallo tra i livelli di dose. Si somministrano almeno tre diversi livelli di dose e un
controllo parallelo, sia per la fase relativa alla cronicita, sia a quella relativa alla cancerogenesi. I livelli di dose
sono generalmente basati sui risultati di precedenti studi di durata inferiore con dosi ripetute o di determina-
zione degli intervalli di dose e devono tenere conto dei dati tossicologici e tossicocinetici esistenti disponibili
relativi alla sostanza chimica in esame o a sostanze chimiche analoghe.
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23. Per la fase relativa dello studio relativa alla tossicita cronica, si pud non considerare necessario eseguire uno
studio completo utilizzando tre livelli di dose qualora si possa prevedere che una prova svolta con un livello di
dose, equivalente ad almeno 1 000 mg/kg di peso corporeo/giorno, probabilmente non produrra effetti avversi.
Tale decisione si deve basare sui risultati di studi preliminari e su una probabile assenza di tossicita in base a dati
relativi a sostanze chimiche di struttura affine. Si puo applicare un limite di 1 000 mg/kg di peso corporeo/
giorno eccetto nei casi in cui I'esposizione umana indica la necessita di utilizzare un livello di dose pitr elevato.

24. A meno che la natura fisico-chimica o gli effetti biologici della sostanza chimica in esame non impongano limiti
in tal senso, il livello di dose pit elevato va scelto con l'obiettivo di individuare gli organi bersaglio e gli effetti
tossici senza provocare sofferenza, tossicita grave, morbilita o morte. Il livello di dose piti elevato di norma ¢
scelto per rendere manifesta la tossicita, ad esempio con un calo dell'aumento del peso (circa del 10 %). Tuttavia,
a seconda degli obiettivi dello studio (cfr. paragrafo 6), si puo optare per una dose massima inferiore alla dose
che renda manifesta la tossicita, ad esempio se una dose provoca un effetto indesiderato preoccupante che perd
ha un impatto lieve sull'aspettativa di vita o sul peso corporeo.

25. 1 livelli di dose e l'intervallo tra i livelli di dose possono essere scelti per stabilire un rapporto dose-risposta e, a
seconda delle modalita di azione della sostanza chimica in esame, un NOAEL o altri risultati attesi dello studio,
ad esempio una dose di riferimento (BMD, benchmark dose, cfr. paragrafo 27). Tra i fattori da tenere in
considerazione nella scelta delle dosi pitt basse rientrano anche la curva attesa del rapporto dose-risposta, le
dosi alle quali possono subentrare dei cambiamenti nel metabolismo o nella modalita di azione tossica, il livello
a cui si prevede una soglia o il livello che si prevede possa costituire un punto di partenza per un'estrapolazione
a basse dosi. L'obiettivo principale di uno studio combinato di cancerogenesi/tossicita cronica ¢ di ottenere
informazioni ai fini della valutazione del rischio di cancerogenesi, mentre ottenere informazioni sulla cronicita
tossica di norma ¢ un obiettivo secondario. Questo aspetto va tenuto in considerazione nella scelta dei livelli di
dose e dellintervallo tra i livelli di dose per lo studio.

26. Lintervallo tra i livelli di dose scelto dipendera dagli obiettivi dello studio e dalle caratteristiche della sostanza
chimica in esame e non puo essere imposto in ogni suo dettaglio dal presente metodo di prova, ma di frequente
fattori tra due e quattro forniscono buoni risultati delle prove se applicati per determinare dosi a livelli
discendenti, mentre spesso ¢ preferibile aggiungere un quarto gruppo di prova piuttosto che utilizzare intervalli
molto distanziati (ad esempio oltre un fattore di circa 6-10) tra le dosi. In linea generale va evitato l'uso di
fattori superiori a 10 e se vi si ricorre ¢ opportuno giustificare tale scelta.

27. Come precisato ulteriormente nel documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7), nella scelta della dose
vanno tenuti in considerazione, tra l'altro, i seguenti aspetti:

— non linearita o punti di flesso presunti o riscontrati nella curva dose-risposta,

— aspetti tossicocinetici e range di dosi a cui subentra o meno induzione metabolica, saturazione o non
linearita tra dosi esterne e interne,

— lesioni precursive, indicatori degli effetti o indicatori di processi biologici fondamentali sottostanti in corso,

— aspetti principali (0 presunti) delle modalita di azione, ad esempio dosi alle quali inizia a subentrare
citotossicita, i livelli ormonali sono perturbati, i meccanismi di omeostasi sono superati ecc.,

— regioni della curva dose-risposta per cui € necessaria una stima particolarmente precisa, ad esempio nel-
I'ambito della dose di riferimento prevista o di una soglia ipotizzata,

— considerazione dei livelli previsti di esposizione umana, soprattutto nella scelta delle dosi intermedie e basse.

28. 1l gruppo di controllo deve essere non trattato o trattato solo con il veicolo nel caso si utilizzi un veicolo per
somministrare la sostanza chimica in esame. Salvo il trattamento con la sostanza in esame, gli animali del
gruppo di controllo vanno manipolati esattamente come quelli dei gruppi sperimentali. Se si utilizza un veicolo,
il gruppo di controllo ricevera il veicolo al volume pit elevato dei gruppi-dose. Se una sostanza chimica &
somministrata con la dieta e comporta una riduzione dell'assunzione di cibo significativa a causa di una minore
palatabilita, puo essere utile aggiungere un ulteriore gruppo di controllo alimentato allo stesso modo che si
prestera di piu a tale scopo.

Preparazione delle dosi e somministrazione della sostanza chimica in esame

29. La sostanza chimica in esame di norma viene somministrata con il cibo, I'acqua di abbeveraggio o per via
intragastrica. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori informazioni in merito alle
vie e ai metodi di somministrazione. La via di somministrazione dipende dall'obiettivo dello studio, dalle
caratteristiche chimico-fisiche della sostanza chimica in esame, dalla sua biodisponibilita e dalla via e dal metodo
predominanti di esposizione degli esseri umani. E necessario giustificare la scelta della via e del metodo di
somministrazione. Nell'interesse della salute animale, la somministrazione mediante sonda orale di norma ¢
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scelta solo per le sostanze per cui questa via e questo metodo di somministrazione corrispondono ragionevol-
mente a una potenziale esposizione umana (ad esempio farmaci). Per le sostanze chimiche ingerite con gli
alimenti o presenti nellambiente, inclusi i pesticidi, la somministrazione avviene solitamente con il cibo o
l'acqua di abbeveraggio. Tuttavia in alcune circostanze, ad esempio nel caso dell'esposizione professionale, pud
essere opportuna la somministrazione per altre vie.

30. Ove necessario, la sostanza di prova ¢ disciolta o sospesa in un veicolo adeguato. E opportuno tenere conto, a
seconda del caso, delle seguenti caratteristiche del veicolo e di altri additivi: effetti sull'assorbimento, sulla
distribuzione, sul metabolismo o sulla ritenzione della sostanza chimica in esame, effetti sulle proprieta chimi-
che della sostanza chimica in esame che possono alterarne le caratteristiche tossiche ed effetti sulla consuma-
zione di cibo o acqua sullo stato nutrizionale degli animali. Si raccomanda di prendere anzitutto in conside-
razione, ogni qualvolta possibile, I'uso di una soluzione/sospensione acquosa, e in seconda battuta quello di una
soluzione/emulsione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile soluzione in altri veicoli. Dei
veicoli diversi dall'acqua devono essere note le caratteristiche tossiche. Devono essere disponibili informazioni in
merito alla stabilita della sostanza chimica in esame e allomogeneita delle soluzioni o razioni di dosaggio (a
seconda del caso) nelle condizioni di somministrazione (ad esempio dieta).

31. Per le sostanze somministrate con la dieta o I'acqua di abbeveraggio ¢ importante impedire che le quantita della
sostanza in esame interferiscano con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. In studi a lungo
termine che ricorrono alla somministrazione con la dieta, la concentrazione nel cibo della sostanza chimica in
esame di norma non puo superare la soglia massima del 5 % della dieta totale, al fine di evitare degli squilibri
alimentari. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con la dieta, si puo ricorrere sia a una concen-
trazione alimentare costante (mg/kg di cibo o ppm), sia a dosi di livello costante in funzione del peso
dellanimale (mg/kg di peso corporeo), con calcolo su base settimanale. La scelta di eventuali alternative va
specificata.

32. In caso di somministrazione per via orale ¢ prevista una dose giornaliera della sostanza chimica in esame (sette
giorni la settimana) per un periodo di 12 mesi (fase relativa alla cronicitd) o 24 mesi (fase relativa alla
cancerogenesi), cfr. anche paragrafi 33 e 34. Occorre giustificare la scelta di eventuali altri regimi di dosaggio,
ad esempio cinque giorni la settimana. In caso di somministrazione per via cutanea, di norma gli animali sono
trattati con la sostanza chimica in esame per almeno 6 ore al giorno, 7 giorni la settimana, cosi come
specificato nel capitolo B.9 del presente allegato (11), per un periodo di 12 mesi (fase relativa alla cronicita)
0 24 mesi (fase relativa alla cancerogenesi). L'esposizione per via inalatoria si protrae per 6 ore al giorno, 7
giorni la settimana, ma, se giustificata, pud essere scelta un’esposizione di 5 giorni la settimana. La durata del
periodo di somministrazione di norma ¢ di 12 mesi (fase relativa alla cronicita) o 24 mesi (fase relativa alla
cancerogenesi). Se per l'esposizione “a naso solo” s'impiegano specie di roditori diverse dai ratti, ¢ si possono
adeguare le durate massime di esposizione per ridurre al minimo lo stress tollerato dalla specie in causa. La
scelta di una durata di esposizione inferiore a 6 ore al giorno deve essere debitamente motivata. Cfr. anche il
capitolo B.8 del presente allegato (9).

33. Se la somministrazione della sostanza chimica in esame avviene per via intragastrica, deve avvenire per mezzo
di una sonda gastrica o una cannula per intubazione ogni giorno all'incirca allo stesso orario. Di norma viene
somministrata una dose singola una volta al giorno, ma laddove, ad esempio, la sostanza chimica in esame fosse
un irritante locale, ¢ possibile mantenere la dose giornaliera ripartendola su due momenti diversi (due volte al
giorno). Il massimo volume di liquido che pud essere somministrato in un’'unica soluzione dipende dalle
dimensioni dell'animale. Il volume deve essere limitato il pitt possibile e per i roditori non pud superare, di
norma, 1 ml/100 g di peso corporeo (31). La variabilita dei volumi somministrati va ridotta al minimo rego-
lando le concentrazioni in modo da assicurare un volume costante in tutti i livelli di dose. Sostanze chimiche
potenzialmente corrosive o irritanti sono considerate un’eccezione e devono essere diluite per evitare effetti
locali gravi. Va evitato lo svolgimento di prove con concentrazioni che rischiano di essere corrosive o irritanti
per il tratto gastrointestinale.

Durata dello studio

34. 1l periodo di esposizione e la durata della fase relativa alla cronicita del presente studio di norma sono pari a 12
mesi, ma il disegno sperimentale rende possibile e puo essere applicato anche a studi dalla durata pit breve (ad
esempio 6 0 9 mesi) o pitt lunga (ad esempio 18 o 24 mesi), a seconda delle disposizioni di regimi normativi
specifici o dagli specifici fini meccanicistici. E opportuno che gli scostamenti da una durata di esposizione di 12
mesi siano giustificati, in particolare in caso di periodi di durata inferiore. Tutti i gruppi-dose previsti per questa
fase saranno conclusi nel momento previsto ai fini della valutazione della tossicita cronica e della patologia non
neoplastica. Una volta terminata l'esposizione, ai gruppi satellite previsti per controllare la reversibilita di
eventuali alterazioni tossicologiche indotte dalla sostanza chimica in esame non sara somministrata alcuna
dose per un periodo non inferiore di 4 settimane e non superiore a un terzo della durata totale dello studio.

35. La durata della fase del presente studio relativa alla cancerogenesi per i roditori di norma sara pari a 24 mesi, un
periodo che si estende per la maggior parte della durata di vita normale degli animali utilizzati. La durata degli
studi puo essere pitt lunga o pitt breve a seconda della durata di vita del ceppo delle specie animali previste per
lo studio, ma deve essere giustificata. Per determinati ceppi di topi, ad esempio AKR[], C3H[] o C57BL/6], puod
essere pili appropriata una durata di 18 mesi. Qui di seguito saranno forniti alcuni orientamenti relativi alla
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durata e al termine dello studio e alla sopravvivenza. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7)
fornisce ulteriori orientamenti in materia, tra cui le considerazioni sull'accettabilitd di uno studio di cancero-
genesi negativo in relazione alla sopravvivenza degli animali.

— Va considerata la decisione di concludere lo studio se il numero di animali sopravvissuti nei gruppi a dose
pili bassa ¢ inferiore al 25 %

— Lo studio non va concluso in caso di morti premature dovute alla tossicita limitate al gruppo ad alta dose
— Le valutazioni relative alla sopravvivenza vanno effettuate distinguendo tra i due sessi

— Lo studio non si deve prolungare oltre il momento in cui i dati resi disponibili in questo contesto non sono
pit sufficienti per giungere a una valutazione valida dal punto di vista statistico.

OSSERVAZIONI (FASE RELATIVA ALLA CRONICITA TOSSICA)

36. Tutti gli animali vanno osservati per identificare segni di morbilita e mortalita, in genere all'inizio e alla fine
della giornata, weekend e giorni festivi inclusi. Le osservazioni cliniche vanno effettuate almeno una volta al
giorno, preferibilmente allaje stessaje orafe, tenendo conto del periodo di picco degli effetti previsti dopo la
somministrazione nel caso in cui questa avvenga per via intragastrica.

37. Tutti gli animali vanno sottoposti a dettagliate osservazioni cliniche almeno una volta prima della prima
esposizione (per consentire il confronto all'interno dei gruppi di soggetti) e, successivamente, al termine della
prima settimana dello studio e successivamente a cadenza mensile. Le osservazioni devono rispettare un
protocollo che limiti al minimo indispensabile le differenze tra i singoli e non devono dipendere dai risultati
del gruppo esaminato. Le osservazioni del caso vanno eseguite fuori dalla gabbia di stabulazione, preferibilmente
in un ambiente standard e sempre allincirca allo stesso orario. Occorre registrare con cura le osservazioni,
preferibilmente usando sistemi di punteggio statistico definiti appositamente dal laboratorio che esegue la prova.
Occorre adottare ogni misura per ridurre al minimo le variazioni delle condizioni di osservazione. Si terra
conto, tra l'altro, di tutte le alterazioni della cute, del pelo, degli occhi, delle membrane mucose, della comparsa
di secrezioni ed escrezioni e dell’attivita del sistema nervoso autonomo (per esempio lacrimazione, piloerezione,
ampiezza pupillare, ritmo respiratorio insolito). Verranno inoltre registrate le modifiche osservate nel compor-
tamento, nella postura e nella risposta alla manipolazione, come pure la presenza di movimenti clonici o tonici,
stereotipi (per esempio tolettatura eccessiva, continuo girare in tondo) o comportamenti insoliti (per esempio
automutilazione, marcia a ritroso) (32).

38. Tutti gli animali vanno sottoposti a un esame oftalmologico con un oftalmoscopio o un altro dispositivo
idoneo, prima della prima somministrazione della sostanza chimica in esame. Al termine dello studio, questo
esame va condotto preferibilmente su tutti gli animali, ma almeno sui gruppi ad alta dose e di controllo. Se si
riscontrano alterazioni degli occhi correlate al trattamento ¢ necessario esaminare tutti gli animali. Se da
un'analisi strutturale o da altre informazioni si riscontra una tossicita oculare, la frequenza degli esami oculari
va intensificata.

39. Per le sostanze chimiche per cui prove precedenti di tossicita a dose ripetuta a 28 giorni efo a 90 giorni hanno
indicato potenziali effetti neurotossici, possono essere svolte valutazioni facoltative della reattivita sensoriale a
stimoli di vario tipo (32) (ad esempio stimoli uditivi, visivi e propriocettivi) (33) (34) (35), della forza di presa
(36) ¢ dell'attivita motoria (37) prima dell'inizio dello studio e a cadenza trimestrale dopo l'inizio dello studio
fino al 12° mese incluso, cosi come alla fine dello studio (se pitt lungo di 12 mesi). Ulteriori indicazioni sui
procedimenti utilizzabili sono contenute nelle voci bibliografiche citate. Tuttavia possono essere applicate anche
procedure alternative non indicate nella bibliografia.

40. Le sostanze chimiche per cui prove di tossicita a dose ripetuta a 28 giorni efo a 90 giorni hanno indicato
potenziali effetti immunotossici, alla fine dello studio possono essere sottoposte ad ulteriori analisi facoltative di
tale parametro.

Peso corporeo, consumo di cibojacqua ed efficienza alimentare

41. Tutti gli animali devono essere pesati all'inizio del trattamento, almeno una volta la settimana nelle prime 13
settimane e successivamente almeno una volta al mese. Le misurazioni del consumo di cibo e dell'efficienza
alimentare devono essere effettuati almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successivamente
almeno una volta al mese Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con l'acqua di abbeveraggio, il
consumo di acqua deve essere misurato almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successiva-
mente almeno una volta al mese. E utile tener conto della misurazione del consumo di acqua anche negli studi
in cui quest'ultimo ¢ alterato.
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Esami ematologici e biochimici clinici

42. Negli studi che prevedono la presenza di roditori, vanno svolti esami ematologici su tutti gli animali speri-
mentali (10 animali di sesso maschile e 10 animali di sesso femminile per gruppo), a 3, 6 e 12 mesi, cosi come
alla fine dello studio (se di durata superiore a 12 mesi). Se sono previsti dei topi, puo essere necessario prevedere
animali satellite per poter eseguire tutti gli esami ematologici del caso (cfr. paragrafo 19). Negli studi con non
roditori, saranno presi dei campioni da quantita minore di animali (ad esempio 4 animali per sesso per ciascun
gruppo negli studi con cani), a stadi intermedi e alla fine dello studio, analogamente ai roditori. Le misurazioni a
3 mesi, sia per i roditori, sia per i non roditori, non devono necessariamente essere condotte se non ¢ stato
riscontrato nessun effetto in base ai parametri ematologici in uno studio precedente della durata di 90 giorni
condotto con livelli di dose comparabili. Occorre prelevare campioni di sangue da un sito specifico, ad esempio
con punture cardiache o dal seno retro-orbitale, sotto anestesia.

43. Vanno esaminati i seguenti parametri (38): conteggio totale e differenziato dei leucociti, conteggio degli eri-
trociti, conteggio delle piastrine, ematocrito (volume sanguigno occupato dalla componente eritrocitaria), vo-
lume corpuscolare medio, emoglobina corpuscolare media, concentrazione di emoglobina corpuscolare media,
tempo di prototrombina e tempo di tromboplastina parziale attivata. Possono essere misurati anche altri
parametri ematologici come i corpi di Heinz o un'altra morfologia eritrocitaria atipica o metaemoglobina, se
del caso, a seconda della tossicita della sostanza chimica in esame. Nel complesso ¢ necessario adottare un
approccio flessibile, in funzione dell'effetto osservato efo previsto relativo ad una data sostanza chimica in
esame. Se la sostanza chimica in esame ha un effetto sul sistema ematopoietico, possono essere indicati anche il
conteggio dei reticolociti e la citologia del midollo osseo, sebbene questi non siano necessariamente esami di
routine.

44. Le determinazioni biochimiche cliniche per lo studio degli effetti tossici gravi sui tessuti e, specificamente, gli
effetti su reni e fegato, vanno condotte su campioni di sangue prelevati da almeno 10 animali di sesso maschile
e 10 animali di sesso femminile per gruppo, ai medesimi intervalli di tempo specificati per gli esami ematologici
e sempre sugli stessi animali. Se sono previsti dei topi, puo essere necessario prevedere animali satellite per poter
eseguire tutte le determinazioni biochimiche cliniche del caso. Negli studi con non roditori, saranno presi dei
campioni da quantita minore di animali (ad esempio 4 animali per sesso per ciascun gruppo negli studi con
cani), a stadi intermedi e alla fine dello studio, analogamente ai roditori. Le misurazioni a 3 mesi, sia per i
roditori, sia per i non roditori, non devono essere necessariamente condotte se non € stato riscontrato nessun
effetto in base ai parametri di biochimica clinica in uno studio precedente della durata di 90 giorni condotto
con livelli di dose comparabili. Si raccomanda di lasciare gli animali a digiuno la notte precedente la raccolta dei
campioni (ad eccezione dei topi) (!). Vanno esaminati i seguenti parametri (38): glucosio, urea (azoto ureico),
creatinina, proteine totali, albumina, calcio, sodio, potassio, colesterolo totale, almeno due esami idonei alla
valutazione epatocellulare (alanina aminotransferasi, aspartato aminotransferasi, glutammato deidrogenasi, acidi
biliari totali (39) e almeno due esami idonei alla valutazione epatobiliare (fosfatasi alcalina, gamma-glutamil
transferasi, 5-nucleotidasi, bilirubina totale, acidi biliari totali) (39). Se opportuno possono essere misurati anche
altri parametri di chimica clinica, come i trigliceridi a digiuno, ormoni specifici e colinesterasi, a seconda della
tossicita della sostanza chimica in esame. Nel complesso ¢ necessario adottare un approccio flessibile, in
funzione delle specie e dell'effetto osservato efo previsto relativo ad una data sostanza.

45. L'esame delle urine va effettuato su tutti gli animali sperimentali (10 animali di sesso maschile e 10 animali di
sesso femminile per gruppo) sui campioni raccolti seguendo gli stessi intervalli applicati in ambito ematologico
e di chimica clinica. Le misurazioni a 3 mesi, sia per i roditori, sia per i non roditori, non devono essere
necessariamente condotte se non ¢ stato riscontrato nessun effetto sullesame delle urine in uno studio prece-
dente della durata di 90 giorni condotto con livelli di dose comparabili. I seguenti parametri sono stati inclusi in
una raccomandazione di esperti su studi di patologia clinica (38): aspetto, volume, osmolalita o densita relativa,
pH, proteine totali e glucosio. Altre determinazioni riguardano il chetone, l'urobilinogeno, la bilirubina e il
sangue occulto. Se necessario, per ampliare lo studio dell'effetto o degli effetti osservatofi ¢ possibile impiegare
ulteriori parametri.

46. Generalmente si considera necessario determinare le variabili di riferimento di natura ematologica e di biochi-
mica clinica prima di iniziare un trattamento in studi che coinvolgono dei cani, ma ci6 non ¢ ritenuto
necessario negli studi che prevedono l'uso di roditori (38). Se tuttavia non si dispone di dati storici di
riferimento adeguati (cfr. paragrafo 58), si dovrebbe considerare di produrre tali dati.

PATOLOGIA
Necroscopia macroscopica

47. Tutti gli animali dello studio di norma vanno sottoposti a completa e dettagliata necroscopia macroscopica che
comprende un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavita cranica, toracica e
addominale e del loro contenuto. Tuttavia si puo anche disporre (per i gruppi che saranno sacrificati nel corso
dello studio o per i gruppi satellite) che le osservazioni siano limitate a parametri specifici e fondamentali, come
la neurotossicita o 'immunotossicita (cfr. paragrafo 21). Gli animali in oggetto non devono necessariamente
essere sottoposti ad autopsia e alle procedure successive descritte nei seguenti paragrafi. Per gli animali senti-
nella, valutando caso per caso puo essere necessaria un‘autopsia, a discrezione del responsabile scientifico dello
studio.

(") Per svariate misurazioni del siero e del plasma, e soprattutto per il glucosio, ¢ preferibile mantenere il digiuno per tutta la notte. Il

motivo principale ¢ che l'aumento della variabilita dovuto inevitabilmente al mancato digiuno tenderebbe a mascherare effetti meno
evidenti rendendo pitt difficile Iinterpretazione. D’altro lato, pero, il digiuno notturno puo interferire con il metabolismo generale degli
animali e, soprattutto negli studi sull'alimentazione, puo incidere sullesposizione quotidiana alla sostanza in esame. Tutti gli animali
valutati dovrebbero essere nella stessa situazione fisiologica e pertanto esami approfonditi di tipo neurologico dovrebbero essere svolti
in un giorno diverso dai campionamenti biochimico-clinici.
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48. Si deve misurare il peso degli organi di ciascun animale, tranne di quelli esclusi dall'ultima parte del paragrafo
47. Fegato, reni, ghiandole surrenali, testicoli, epididimi, utero, ovaie, timo, milza, cervello e cuore di tutti gli
animali (tranne quelli trovati moribondi efo sacrificati nel frattempo) vanno opportunamente liberati da even-

49.

tuali tessuti aderenti e pesati umidi immediatamente dopo la dissezione, per evitare I'essiccamento.

I seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione piti appropriato sia per il tipo di tessuto, sia per il
previsto esame istopatologico successivo (40) (i tessuti tra parentesi quadre sono facoltativi):

tutte le lesioni macrosco- | cuore pancreas stomaco (prestomaco,
piche stomaco ghiandolare)
ghiandole surrenali ileo ghiandola paratiroidea [denti]
aorta digiuno nervo periferico testicoli
cervello (incluse le sezioni | reni pituitaria Timo
di cervello, cervelletto,
bulbo/ponte)
intestino cieco ghiandola lacrimale prostata, tiroide

(esorbitale)
cervice fegato retto [lingua]
ghiandola della coagula- polmone ghiandola salivare trachea
zione
colon linfonodi (superficiali e | vescicola seminale vescica

profondi)
duodeno ghiandola mammaria muscolo scheletrico utero (cervice inclusa)

(obbligatoria per esem-

plari di sesso femminile

e, se visibile ai fini della

la dissezione, anche per

quelli di sesso maschile
epididimo [tratto respiratorio supe- | pelle [uretere]

riore, incluso il naso, i

turbinati e i seni para-

nasali]
occhi (retina inclusa) esofago midollo spinale (a tre li- | [uretra]

velli: Cervicale, medioto-
racico e lombare)
[femore con articolazione] | [bulbo olfattivo] milza vagina
cistifellea (eccetto per i ovaia [sterno] sezione di midollo osseo
topi) e/o un aspirato di midollo
osseo fresco

ghiandola di Harder

In caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno conservati entrambi gli organi. [ reperti
clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli
organi considerati organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza in esame. Negli studi che preve-
dono una somministrazione per via epidermica, vanno preservati gli organi di cui all'elenco riferito alla via orale.
In particolare, ¢ necessario procedere al campionamento e alla conservazione della pelle della zona di applica-
zione della sostanza. In studi che prevedono la via inalatoria come metodo di somministrazione, I'elenco dei
tessuti da conservare ed esaminare in relazione al tratto respiratorio deve corrispondere alle raccomandazioni
contenute nel capitolo B.8 del presente allegato (8) e del capitolo B.29 del presente allegato (9). Per altri
organi/tessuti (oltre ai tessuti conservati specificamente del tratto respiratorio) va esaminato I'elenco degli organi
relativo alla via orale.

Esame istopatologico

50. Sono disponibili orientamenti sulle buone pratiche nella conduzione di studi di patologia tossicologica (40).
Come minimo, gli esami istopatologici prevedono quanto segue:

— tutti i tessuti dei gruppi ad alta dose e di controllo,
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— tutti i tessuti degli animali che sono morti o sono stati sacrificati nel corso dello studio,
— tutti i tessuti che evidenziano anomalie macroscopiche,

— tessuti bersaglio o tessuti che hanno evidenziato cambiamenti legati al trattamento nel gruppo ad alta dose,
di tutti gli animali in tutti gli altri gruppi-dose,

— in caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno esaminati entrambi gli organi.

OSSERVAZIONI (FASE RELATIVA ALLA CANCEROGENES]I)

51. Tutti gli animali vanno osservati per identificare segni di morbilita e mortalita, in genere all'inizio e alla fine
della giornata, weekend e giorni festivi inclusi. Inoltre gli animali devono essere sottoposti a un controllo
quotidiano dei segni di rilevanza tossicologica. Negli studi che prevedono una somministrazione per via intraga-
strica, gli animali devono essere controllati nel periodo immediatamente successivo alla somministrazione della
dose. Va prestata particolare attenzione allo sviluppo di tumori e si registrera la data di inizio, la posizione, le
dimensioni, l'aspetto e la progressione di ogni tumore grossolanamente visibile o palpabile.

52. Tutti gli animali devono essere pesati all'inizio del trattamento, almeno una volta la settimana nelle prime 13
settimane e successivamente almeno una volta al mese. Le misurazioni del consumo di cibo e dell'efficienza
alimentare devono essere effettuati almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successivamente
almeno una volta al mese. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con l'acqua di abbeveraggio, il
consumo di acqua deve essere misurato almeno una volta la settimana nelle prime 13 settimane e successiva-
mente almeno una volta al mese. E utile tener conto della misurazione del consumo di acqua anche negli studi
in cui quest'ultimo ¢ alterato.

Ematologia, biochimica clinica e altre misurazioni

53. Al fine di sfruttare al massimo le informazioni ottenute dallo studio, soprattutto per quando riguarda le
considerazioni legate alle modalita di azione & possibile effettuare dei prelievi di sangue ai fini di analisi
ematologiche e di biochimica clinica, ma la scelta ¢ a discrezione del responsabile scientifico dello studio.
Potrebbe essere utile anche effettuare l'esame delle urine. I dati sugli animali usati nella fase relativa alla tossicita
cronica dello studio, di norma dalla durata di 12 mesi (paragrafo 34) forniscono informazioni su questi
parametri. Il documento di orientamento dellOCSE n. 116 (7) fornisce ulteriori indicazioni sul valore di tali
campionamenti nel quadro di uno studio di cancerogenesi. Se alla fine del test si raccolgono campioni di
sangue, cio deve avvenire alla fine del periodo di prova, subito prima o nel corso della procedura di soppres-
sione degli animali. Occorre che i campioni siano prelevati da un sito specifico, ad esempio con punture
cardiache o dal seno retro-orbitale, sotto anestesia. Per I'esame possono essere preparati anche degli strisci di
sangue, in particolare se si presume che il midollo osseo rientri tra gli organi bersaglio, sebbene il valore di tale
esame degli strisci di sangue nella fase relativa alla cancerogenesi ai fini della valutazione del potenziale
cancerogeno/oncogeno non sia indiscusso (38).

PATOLOGIA
Necroscopia macroscopica

54. Tutti gli animali dello studio, ad eccezione degli animali sentinella e di altri animali satellite (cfr. paragrafo 20),
dovranno essere sottoposti ad una necroscopia completa, comprendente un accurato esame della superficie
esterna del corpo, di tutti gli orifizi, della cavita cranica, toracica e addominale e del loro contenuto. Per gli
animali sentinella e altri animali satellite, valutando caso per caso pud essere necessaria unautopsia, a discre-
zione del responsabile scientifico dello studio. 11 peso degli organi di norma non rientra nello studio di
cancerogenesi, poiché i cambiamenti geriatrici prima, e in fasi successive lo sviluppo di tumori hanno un effetto
distorsivo sullutilita dei relativi dati. Il peso degli organi potrebbe essere tuttavia importante ai fini della
valutazione della forza probante dei dati e in particolare per considerazioni sulle modalita di azione. Se tali
dati sono rilevati nel quadro di uno studio satellite, vanno raccolti a distanza di non oltre un anno dall'inizio
dello studio.

55. 1 seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione pitt appropriato sia per il tipo di tessuto, sia per il
previsto esame istopatologico successivo (40) (i tessuti tra parentesi quadre sono facoltativi):

tutte le lesioni macrosco- | cuore pancreas stomaco (prestomaco,
piche stomaco ghiandolare)
ghiandole surrenali ileo ghiandola paratiroidea [denti]
aorta digiuno nervo periferico testicoli
cervello (incluse le sezioni | reni pituitaria timo
di cervello, cervelletto,
bulbo/ponte)
intestino cieco ghiandola lacrimale prostata, tiroide
(esorbitale)

— 100
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cervice fegato retto [lingua]
ghiandola della coagula- polmone ghiandola salivare trachea
zione
colon linfonodi (superficiali e | vescicola seminale vescica
profondi)
duodeno ghiandola mammaria muscolo scheletrico utero (cervice inclusa)

(obbligatoria per esem-

plari di sesso femminile
e, se visibile ai fini della
la dissezione, anche per
quelli di sesso maschile)

epididimo [tratto respiratorio supe- | pelle [uretere]
riore, incluso il naso, i
turbinati e i seni para-

nasali]
occhi (retina inclusa) esofago midollo spinale (a tre li- | [uretra]
velli: cervicale, medioto-
racico e lombare)
[femore con articolazione] | [bulbo olfattivo] milza vagina
cistifellea (eccetto per i ovaia [sterno] sezione di midollo osseo
topi) e/o un aspirato di midollo

osseo fresco

ghiandola di Harder

In caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno conservati entrambi gli organi. I reperti
clinici e di altro tipo possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli
organi considerati organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza in esame. Negli studi che preve-
dono una somministrazione per via epidermica, vanno preservati gli organi di cui all'elenco riferito alla via orale.
In particolare, & necessario procedere al campionamento e alla conservazione della pelle della zona di applica-
zione della sostanza. In studi che prevedono la via inalatoria come metodo di somministrazione, I'elenco dei
tessuti da conservare ed esaminare in relazione al tratto respiratori deve corrispondere alle raccomandazioni
contenute nel capitolo B.8 del presente allegato (8) e del capitolo B.29 del presente allegato (9). Per altri
organi/tessuti (oltre ai tessuti conservati specificamente del tratto respiratorio) va esaminato I'elenco degli organi
relativo alla via orale.

Esame istopatologico
56. Sono disponibili orientamenti sulle buone pratiche nella conduzione di studi di patologia tossicologica (40).
Come minimo, vanno esaminati i seguenti tessuti:
— tutti i tessuti dei gruppi ad alta dose e di controllo;
— tutti i tessuti degli animali che sono morti o sono stati sacrificati nel corso dello studio;

— tutti i tessuti che evidenziano anomalie macroscopiche, tumori compresi;

— se si osservano dei cambiamenti istopatologici in relazione al trattamento nel gruppo ad alta dose, tali tessuti
vanno esaminati in ogni animale di tutti gli altri gruppi-dose;

— in caso di organi pari, ad esempio i reni o le ghiandole surrenali, vanno esaminati entrambi gli organi.

DATI E RELAZIONE (CANCEROGENESI E TOSSICITA CRONICA)
Dati

57. Devono essere forniti dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabelle che indichino per ogni gruppo sperimentale il numero di animali presenti allinizio della prova, il
numero di animali trovati morti durante il test o sacrificati per motivi umanitari e il momento di tutti i
decessifsoppressioni, il numero di animali che presentano segni di tossicita, una descrizione dei segni di tossicita
osservati, quali momento dell'esordio, durata e gravita di tutti gli effetti tossici, il numero di animali che
presentano lesioni, il tipo di lesioni e la percentuale di animali rapportata al tipo di lesione. Tabelle riassuntive
dei dati devono fornire le medie e le deviazioni standard (per dati raccolti in via continuativa) relative agli
animali che evidenziano effetti tossici o lesioni, oltre all'indicazione dell'entita delle lesioni.
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58.

59.

60.

I dati storici di controllo possono essere utili per interpretare i risultati dello studio, ad esempio quando i dati
forniti da gruppi di controllo paralleli sembrano divergere significativamente da dati recenti relativi ad animali di
controllo dello stesso centro di prova/della stessa colonia. Se valutati, i dati storici di controllo vanno trasmessi
dallo stesso laboratorio e devono riferirsi ad animali della medesima eta e dello stesso ceppo, nonché essere
generati nei cinque anni che precedono lo studio in questione.

[ risultati numerici vanno valutati mediante un metodo statistico adeguato e generalmente accettabile. I metodi
statistici e i dati da analizzare vanno scelti gia in sede di determinazione del disegno sperimentale. Questa scelta
deve rendere possibili degli aggiustamenti in funzione del grado di sopravvivenza, se necessario.

La relazione sulla prova deve riportare le informazioni seguenti:

Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e proprieta fisico-chimiche,

— dati identificativi,

— origine della sostanza chimica,

— numero del lotto,

— certificazione dell'analisi chimica.

Veicolo (se del caso):

— giustificazione per la scelta del veicolo, se diverso dall'acqua.

Animali sperimentali.

— specie/ceppo utilizzato e giustificazione della scelta effettuata,

— numero, eta e sesso degli animali all'inizio della prova,

— origine, condizioni di stabulazione, dieta ecc.,

— peso di ciascun animale all'inizio del saggio.

Condizioni sperimentali:

— criteri di scelta della via di somministrazione e della dose,

— laddove opportuno, metodi statistici usati per analizzare i dati,

— dettagli sulla formulazione della sostanza chimica in esame/la preparazione della dieta,
— dati di analisi sulla concentrazione, la stabilita e 'omogeneita della preparazione,
— via di somministrazione e relativi dettagli della sostanza chimica in esame,

— per gli studi che prevedono la somministrazione per via inalatoria, scelta tra esposizione “a naso solo” o
corpo intero”,

— dosi effettive (mg/kg di peso corporeo/giorno) e, se del caso, fattore di conversione tra la concentrazione
della sostanza chimica in esame nella dieta/acqua di abbeveraggio (mg/kg o ppm) e la dose effettiva,

— informazioni dettagliate sulla qualita del cibo e dell'acqua.
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Risultati (vanno indicati dati da presentare sotto forma di tabelle e dati individuali sugli animali)
Dati generali:

— dati sulla sopravvivenza degli animali,

— peso corporeo/cambiamenti del peso corporeo,

— assunzione di cibo, calcoli sull'efficienza alimentare, se effettuati, nonché consumo di acqua, se del caso,
— dati tossicocinetici, se disponibili,

— dati oftalmoscopici (se disponibili),

— esami ematologici (se disponibili),

— esami di chimica clinica (se disponibili).

Risultati clinici:

— segni di tossicita,

— incidenza (e, se classificata, la gravita) di eventuali anomalie,

— natura, gravita e durata dei segni clinici (reversibili o meno).

Dati necroscopici:

— peso corporeo finale,

— peso degli organi (anche in relazione al peso corporeo, se del caso),

— reperti necroscopici; incidenza e gravita delle anomalie.

Esame istopatologico:

— reperti istopatologici non neoplastici,

— qualsiasi altro reperto istopatologico,

— correlazione tra reperti macroscopici e microscopici,

— descrizione particolareggiata di tutti i reperti istopatologici relativi al trattamento, inclusi i livelli di gravita,
— relazioni su eventuali esami inter pares dei vetrini.

Elaborazione statistica dei risultati, se del caso

Discussione dei risultati:

— discussione su tutti gli approcci di modellizzazione,

— rapporti dose-risposta,

— dati umani storici,

— 103
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— esame di tutte le informazioni sulle modalita di azione,

— determinazione BMD, NOAEL o LOAEL,

— rilevanza per gli esseri umani.

Conclusioni
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.»

7) il capitolo B.36 ¢ sostituito dal seguente:

«B.36. TOSSICOCINETICA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del’OCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 417
(2010). Gli studi incentrati sulla tossicocinetica di una sostanza chimica si prefiggono di ottenere informazioni
adeguate sull'assorbimento, la distribuzione, la biotrasformazione (ovvero il metabolismo) e l'escrezione della
sostanza, di facilitare la comprensione della relazione tra la concentrazione, o la dose, e la tossicita osservata e di
contribuire a comprendere il meccanismo attraverso il quale la sostanza chimica in esame esercita la propria
tossicita. La tossicocinetica puo aiutare a comprendere gli studi tossicologici dimostrando che I'esposizione degli
animali da laboratorio alla sostanza in esame ¢ di natura sistemica e rivelando quali siano i gruppi funzionali
circolanti (composto progenitore/metaboliti). I principali parametri tossicocinetici ricavati dagli studi forniscono
anche informazioni sul potenziale di accumulo della sostanza in esame nei tessuti efo negli organi, come pure
sul rischio di induzione di biotrasformazioni derivanti dall'esposizione alla sostanza.

2. 1 dati tossicocinetici possono essere utili per valutare se i dati di tossicita negli animali sono pertinenti ed
adeguati ad essere estrapolati per valutare i pericoli efo i rischi per gli esseri umani. Inoltre, gli studi tossico-
cinetici possono fornire informazioni utili a determinare i livelli di dose per gli studi di tossicita (cinetica lineare
o non-lineare), gli effetti derivanti dalla via di somministrazione, la biodisponibilita e i problemi connessi
all'impostazione dello studio. Alcuni tipi di dati tossicocinetici possono servire a elaborare dei modelli tossico-
cinetici su base fisiologica.

3. 1 dati tossicocinetici e metabolici sono importanti sotto diversi aspetti. Possono ad esempio fornire indicazioni su
eventuali tossicita e modalita d’azione e su come queste interagiscono con i livelli di dose e la via di esposizione.
Inoltre, i dati sul metabolismo possono fornire informazioni utili per valutare l'importanza, sul piano tossico-
logico, dell'esposizione a metaboliti esogeni della sostanza in esame.

4. La presenza di dati tossicocinetici adeguati aiutera a confermare 'accettabilita e l'applicabilita dei metodi fondati
sulle relazioni quantitative struttura-attivita e le interpolazioni fondate sul metodo read-across o sul metodo del
raggruppamento per valutare la sicurezza delle sostanze chimiche. I dati cinetici possono anche servire a valutare
la rilevanza tossicologica di altri studi (ad esempio quelli in vivo/in vitro).

5. Salvo menzione contraria (cfr. in particolare i paragrafi da 74 a 78), il presente metodo di prova presuppone la
somministrazione della sostanza in esame per via orale.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

6. Gli endpoint e i parametri tossicocinetici da misurare per le diverse classi di sostanze chimiche (ad esempio
pesticidi, biocidi, sostanze chimiche industriali) sono diversi a seconda delle necessita e degli obblighi imposti dai
diversi regimi normativi. Contrariamente alla maggior parte degli altri metodi di prova, il presente metodo
descrive delle prove tossicocinetiche che comprendono misurazioni ed endpoint multipli. In futuro potranno
essere sviluppati nuovi metodi di prova, efo documenti di orientamento, per descrivere ciascun endpoint
separatamente e piti in dettaglio. Per quanto riguarda il presente metodo, la definizione di quali prove o quali
valutazioni condurre ¢ subordinata alle esigenze efo ai bisogni dei singoli regimi normativi.

7. Si possono allestire molti tipi di studi per valutare il comportamento tossicocinetico della sostanza in esame in
riposta alle disposizioni normative. Tuttavia, a seconda delle particolari situazioni o esigenze normative, per
valutare la sostanza in questione non sempre ¢ necessario ricorrere a tutti i diversi studi a disposizione.
L'impostazione di uno studio tossicocinetico deve essere sufficientemente flessibile, in modo da poter prendere
in considerazione le caratteristiche della sostanza analizzata. In alcuni casi, sara sufficiente esplorare solo una
particolare serie di aspetti per prevenire i pericoli e i rischi associati alla sostanza. In alcune situazioni, ¢ possibile
estrarre dati tossicocinetici dalle valutazioni svolte per altri studi tossicologici, in altre, possono essere necessari
studi tossicocinetici pitt approfonditi, a seconda dei regimi normativi efo nel caso sia necessario rispondere a
nuove questioni sorte nel corso della valutazione della sostanza.

8. Per migliorare la qualita delle analisi ed evitare un inutile ricorso ad animali, prima di svolgere le prove il
laboratorio deve prendere in considerazione tutte le informazioni disponibili sulla sostanza e sui rilevanti
metaboliti e analoghi. Le informazioni possono comprendere dati provenienti da altri metodi di prova pertinenti
(studi in vivo, in vitro efo valutazioni in silico). Per programmare lo studio e interpretare i risultati potrebbero
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risultare utili le proprieta fisico-chimiche, ad esempio: il coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua (espresso in
valore log Pqy), la costante di dissociazione (pKa), I'idrosolubilita, la pressione di vapore e il peso molecolare di
una sostanza. Li si pud determinare utilizzando metodi idonei, descritti nei metodi di prova pertinenti.

LIMITI

9. 1l presente metodo di prova non ¢ stato concepito per casi particolari, quali femmine gravide o che allattano e
relativa prole, né per valutare gli eventuali residui in animali da produzione alimentare esposti alla sostanza.
Tuttavia, i dati ottenuti da uno studio allestito secondo il presente metodo possono fornire informazioni generali
utili a impostare studi specifici per questo tipo di indagini. I presente metodo di prova non ¢ destinato a essere
utilizzato per test sui nanomateriali. Una relazione sull'analisi preliminare delle linee guida del’ OCSE per le prove
sulle sostanze chimiche in merito alla loro applicabilita ai nanomateriali suggerisce che non sia possibile
applicare a tali materiali la linea guida del’OCSE n. 417 (equivalente al presente metodo B.36) (1).

DEFINIZIONI

10. Le definizioni utilizzate ai fini del presente metodo di prova sono fornite in appendice.

CONSIDERAZIONI SUL BENESSERE DEGLI ANIMALI

11. 1l documento di orientamento dellOCSE n. 19 contiene delle indicazioni sul trattamento umano degli animali
(2). Se ne raccomanda la consultazione per tutti gli studi in vivo e in vitro descritti nel presente metodo.

DESCRIZIONE DEI METODI
Studi pilota

12. Si raccomanda e incoraggia il ricorso a studi pilota per la scelta dei parametri sperimentali per gli studi
tossicocinetici (es.: metabolismo, bilancio di massa, procedure analitiche, definizione delle dosi, esalazioni di
CO, ecc.). Potrebbe non essere necessario ricorrere all'uso di sostanze chimiche radiomarcate per caratterizzare
alcuni dei parametri elencati sopra.

Scelta degli animali
Specie

13. Le specie (e i ceppi) animali utilizzati per le prove tossicocinetiche devono di preferenza essere identiche a quelle
utilizzate in altri studi tossicologici svolti con la sostanza in esame. Normalmente viene utilizzato il ratto, in
quanto specie ampiamente usata negli studi tossicologici. Il ricorso o l'aggiunta di altre specie possono essere
giustificati se uno studio tossicologico importante ha dimostrato la presenza di tossicita rilevante nelle specie in
questione o se ¢ dimostrato che la loro tossicita/tossicocinetica & pili pertinente per 'uvomo. In caso di utilizzo di
un‘altra specie e ceppo ¢ necessario motivare la scelta.

14. Salvo indicazioni contrarie, la specie scelta per il presente metodo di prova ¢ il ratto. Se si fa ricorso ad altre
specie, alcuni aspetti del metodo potrebbero necessitare di modifiche.

Eta e ceppo

15. Gli animali utilizzati devono essere adulti giovani (normalmente, 6-12 settimane al momento della sommini-
strazione) e sani (cfr. anche paragrafi 13 e 14). In caso non si utilizzino giovani adulti, & necessario motivare la
scelta. All'inizio della prova gli animali devono essere nella stessa fascia di eta. La variazione ponderale degli
animali utilizzati deve essere minima e non superare il + 20 % del peso medio di tutti gli animali interessati dallo
studio. Idealmente, il ceppo usato sara lo stesso di quello utilizzato per stabilire la banca dati tossicologica della
sostanza in esame.

Numero e sesso degli animali

16. Ciascuna dose sperimentale va somministrata a un minimo di quattro animali dello stesso sesso. E necessario
giustificare la scelta del sesso dellanimale. Occorre prendere in considerazione I'opportunita di ricorrere ad
animali di entrambi i sessi (quattro maschi e quattro femmine) in presenza di dati che suffragano differenze
tossicologiche significative legate al sesso.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

17. Nel corso della prova gli animali vanno stabulati individualmente. La stabulazione in gruppo puo essere giu-
stificata in determinate circostanze. L'illuminazione deve essere artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e
12 d'oscurita. La temperatura dello stabulario deve essere di 22 °C (+ 3 °C) con un'umidita relativa del 30-70 %.
Per quanto concerne l'alimentazione, si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con una quantita
illimitata d’acqua potabile.

— 108 —E
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Sostanza chimica in esame

18. Occorre usare una sostanza radiomarcata al '#C per tutti gli aspetti dello studio che riguardano il bilancio di
massa e l'identificazione dei metaboliti; tuttavia, nel caso sia dimostrato che:

— ¢ possibile valutare adeguatamente il bilancio di massa e lidentificazione dei metaboliti utilizzando una
sostanza chimica non marcata,

— la specificita analitica e la sensibilita del metodo che fa ricorso a una sostanza non radioattiva sono uguali o
maggiori di quelle che si sarebbero ottenute con una sostanza radiomarcata,

non ¢ necessario utilizzare una sostanza radiomarcata. Inoltre, si puo ricorrere ad altri isotopi radioattivi e stabili,
in particolare se tali elementi sono responsabili della porzione tossica della sostanza in esame o ne fanno parte.
Se possibile, il marcatore radioattivo deve collocarsi in quella porzione centrale della molecola che ¢ metabo-
licamente stabile (vale a dire, non ¢ scambiabile, non & rimossa metabolicamente come CO, e non ¢ incorporata
nell'insieme dei radicali monocarbonici dell'organismo). Per seguire il destino metabolico della sostanza in esame
potrebbe essere necessario marcare vari punti o determinate regioni della sua molecola.

19. Le sostanze radiomarcate e non radiomarcate sono analizzate utilizzando metodi idonei a stabilirne purezza e
identita. La radiopurezza della sostanza radioattiva in esame deve essere la massima raggiungibile per tale
sostanza (idealmente, superiore al 95 %) ed ¢ necessario fare un ragionevole sforzo per identificare eventuali
impurita presenti in percentuale pari o superiore al 2 %. Nella relazione sulla prova vengono riportate la purezza,
l'identita e l'eventuale percentuale di presenza di impurita. Alcuni regimi normativi possono fornire sia ulteriori
orientamenti per la definizione e la caratterizzazione delle sostanze chimiche composte da miscele sia metodi per
determinarne la purezza.

Scelta delle dosi
Studio pilota

20. Una dose unica somministrata per via orale ¢ generalmente sufficiente per lo studio pilota. Va utilizzata una dose
non tossica ma sufficientemente elevata da consentire l'identificazione dei metaboliti negli escreti (e nel plasma,
se del caso) e da soddisfare lo scopo dichiarato dello studio pilota, come stabilito al paragrafo 12 del presente
metodo.

Studio principale

21. Per gli studi principali, ¢ preferibile ricorrere a un minimo di due dosi dato che le informazioni raccolte da
almeno due gruppi-dose possono essere d’aiuto a stabilire le dosi da somministrare in altri studi di tossicita e per
la valutazione dose-risposta nelle prove di tossicita gia disponibili.

22. Se vengono somministrate due dosi, devono entrambe essere in dosaggio sufficientemente alto da consentire
I'identificazione dei metaboliti negli escreti (e nel plasma, se del caso). Le informazioni provenienti dai dati sulla
tossicita gia disponibili vanno prese in considerazione al momento di scegliere la dose. Se non si dispone di
informazioni (provenienti, ad esempio, da studi di tossicita acuta orale che indichino i segni clinici di tossicita,
oppure da studi sulla tossicita da dosi ripetute), per la dose piti elevata ¢ possibile prendere in considerazione un
valore inferiore alla stima della DLs, (per via orale e per via cutanea) o della CLs, (per inalazione) o inferiore al
valore pit1 basso nella gamma di valori sperimentali stimati di tossicita acuta. La dose piu bassa corrispondera a
una frazione della dose piui elevata.

23. Se viene utilizzato un solo livello di dose, sara idealmente una dose sufficientemente elevata da consentire
l'identificazione dei metaboliti negli escreti (e nel plasma, se del caso) anche senza produrre tossicita apparente.
Occorre giustificare la decisione di non includere un secondo livello di dose.

24. Se ¢ necessario stabilire gli effetti della dose sui processi cinetici, due dosi potrebbero non essere sufficienti e
almeno una dose dovrebbe essere sufficientemente elevata da saturare tali processi. Se l'area sotto la curva
“concentrazione plasmatica/tempo” (AUC) non ¢ lineare nell'intervallo tra la somministrazione di due livelli di
dose nello studio principale, si pud chiaramente dedurre che la saturazione di uno (o piti) dei processi cinetici
avviene in un punto compreso tra questi due livelli di dose.

25. Nel caso di sostanze di prova con bassa tossicita, va utilizzata una dose massima di 1 000 mg/kg di peso
corporeo (per via orale e per via cutanea; se la somministrazione avviene per inalazione, cfr. capitolo B.2 del
presente allegato; in questultimo caso, generalmente, la dose non supera i 2 mg/l). Considerazioni specifiche
relative a una determinata sostanza possono rendere necessaria una dose superiore, in funzione dei regimi
normativi. Occorre sempre giustificare la scelta di una particolare dose.
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26. 1 dati relativi alla tossicocinetica e alla distribuzione tissutale ottenuti a partire da una dose singola possono
essere sufficienti per determinare il potenziale di accumulo efo di persistenza. In alcune circostanze pud essere
tuttavia necessario somministrare dosi ripetute: i) per valutare piti accuratamente il potenziale di accumulo efo di
persistenza o l'evoluzione dei parametri tossicocinetici (per esempio induzione e inibizione enzimatica); oppure,
ii) per rispondere alle esigenze della normativa applicabile. Negli studi a dosi ripetute ¢ generalmente sufficiente
la somministrazione ripetuta di dosi basse, ma, in determinate circostanze, puo essere necessario somministrare a
pitt riprese dosi elevate (cfr. anche paragrafo 57).

Somministrazione della sostanza chimica in esame

27. E necessario sciogliere la sostanza in esame o prepararne una sospensione omogenea nello stesso veicolo
utilizzato per gli altri studi di tossicita orale realizzati sulla sostanza con somministrazione mediante sonda,
se il veicolo € conosciuto. La scelta del veicolo deve essere motivata. Quando si imposta lo studio € necessario
prendere in considerazione la scelta del veicolo e il volume delle dosi. Il metodo consueto di somministrazione &
tramite sonda gastrica; ciononostante, in casi specifici puo essere piti opportuno ricorrere a capsule di gelatina o
a una somministrazione con la dieta (in entrambi i casi ¢ necessario giustificare la scelta). E altrettanto necessario
avvalersi di mezzi di verifica delle dosi effettivamente somministrate a ogni animale.

28. 1l volume massimo dei liquidi da somministrare tramite sonda gastrica in una sola volta dipende dalla taglia degli
animali, dal tipo di veicolo scelto per la dose e dalla soppressione o meno dell'alimentazione prima della
somministrazione della sostanza in esame. Occorre giustificare la scelta di sospendere o continuare l'alimenta-
zione prima della somministrazione della dose. Solitamente, va utilizzato il minor volume possibile sia per
veicoli acquosi sia per veicoli non acquosi. Di norma, per i roditori il livello di dose non deve superare i
10 ml/kg di peso corporeo. Nel caso di sostanze piu lipofile, il volume del veicolo utilizzato pud essere di
4 ml/kg di peso corporeo o superiore. Nel caso di somministrazione ripetuta, quando il digiuno quotidiano &
controindicato, occorre considerare I'uso di livelli di dose piu bassi (per esempio, da 2 a 4 ml/kg di peso
corporeo). Se possibile, prendere in considerazione la possibilita di utilizzare livelli di dose coerenti con quello
somministrato in altri studi su sostanze chimiche in esame somministrate per via orale tramite sonda gastrica.

29. La somministrazione della sostanza in esame per via endovenosa e la misurazione del tenore della sostanza nel
sangue efo negli escreti puo servire a determinare la biodisponibilita o I'assorbimento orale relativo. Per lo studio
per via endovenosa, viene somministrata una dose singola della sostanza in esame (generalmente equivalente, ma
non superiore, alla dose orale pitt bassa — cfr. “Scelta delle dosi”) utilizzando un veicolo idoneo. La dose va
somministrata in un volume adeguato (es. 1 ml/kg di peso corporeo) e nel sito prescelto ad almeno quattro
animali di sesso adatto (si possono utilizzare animali di entrambi i sessi, giustificando la scelta, cfr. paragrafo 16).
Per la somministrazione della sostanza in esame per via endovenosa, ¢ necessario sciogliere completamente o
preparare una soluzione in sospensione della dose. Fare in modo che il veicolo per la somministrazione per via
endovenosa non interferisca col flusso sanguigno o con l'integrita delle cellule sanguigne. Se la sostanza viene
infusa tramite un'apposita pompa, la velocita di somministrazione deve essere registrata e va standardizzata per
tutti gli animali. E necessario ricorrere ad anestesia se si procede allincanulamento della vena giugulare (per
somministrare la sostanza in esame efo per prelievo di sangue) o se per la somministrazione si fa ricorso
all'arteria femorale. Considerare con attenzione il tipo di anestesia, in quanto puo incidere sulla tossicocinetica.
Gli animali devono potersi riprendere adeguatamente prima della somministrazione della sostanza chimica in
esame incorporata nel veicolo.

30. Per determinate sostanze chimiche ¢ possibile ricorrere ad altre vie di somministrazione (come le vie cutanee e
l'inalazione, per esempio, cfr. paragrafi da 74 a 78), in funzione delle loro proprieta fisico-chimiche e l'utilizzo o
la via di esposizione umana previsti.

Misurazioni
Bilancio di massa

31. 1l bilancio di massa viene determinato in base alla somma della percentuale di dose (radioattiva) somministrata
escreta nelle urine, nelle feci e nell'aria espirata, e della percentuale presente nei tessuti, nel resto della carcassa e
nellacqua di risciacquo delle gabbie (cfr. paragrafo 46). In generale, sono considerati adeguati i recuperi totali
della sostanza chimica (radioattivita) somministrata superiori al 90 %.

Assorbimento

32. E possibile calcolare una stima iniziale dell'assorbimento escludendo dal bilancio di massa la percentuale della
dose nel tratto gastrointestinale efo nelle feci. Per il calcolo della percentuale di assorbimento, cfr. paragrafo 33.
Per l'analisi degli escreti, cfr. paragrafi da 44 a 49. Se non ¢ possibile stabilire con esattezza, per mezzo di un
bilancio di massa, I'assorbimento conseguente a una somministrazione per via orale (per esempio se piu del
20 % della dose somministrata ¢ presente nelle feci), pud essere necessario procedere a studi piti approfonditi che
possono includere: 1) la somministrazione per via orale della sostanza in esame e la misurazione della sostanza
nella bile; oppure 2) la somministrazione per via orale e per endovena della sostanza in esame e la misurazione
della quantita netta di sostanza presente nelle urine, pitt quella nell'aria espirata e piti quella nella carcassa, per
ciascuna delle due vie citate. In entrambi gli studi, la misurazione della radioattivita ¢ utilizzata come metodo
sostitutivo all'analisi specifica della sostanza chimica in esame e dei suoi metaboliti.

33. Per lo studio dell'escrezione biliare, la sostanza in esame viene somministrata generalmente per via orale. In
questo tipo di studio, ¢ necessario incanulare le vie biliari di almeno quattro animali di sesso adatto (o di
entrambi i sessi, giustificando la scelta) e somministrare una dose singola della sostanza in esame. Dopo la
somministrazione della sostanza, occorre monitorare l'escrezione di radioattivita/sostanza in esame nella bile per
il tempo necessario a stimare la percentuale della dose somministrata che viene escreta per questa via, in modo
da calcolare direttamente a partire da questo dato la percentuale dell'assorbimento per via orale, nel modo
seguente:
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Percentuale di assorbimento = (quantita presente nella bile + nell'urina + nell'aria espirata + nella carcassa,
esclusa la quantita presente nel tratto gastrointestinale)/quantita somministrata x
100

34. Per alcune classi di sostanze la dose assorbita pud essere secreta direttamente attraverso le membrane intestinali.
In questi casi, la misurazione della percentuale della dose presente nelle feci dopo la somministrazione orale in
ratti con dotto biliare incanulato non ¢ considerata rappresentativa della dose non assorbita. Nei casi in cui si
presume avvenga una secrezione intestinale, si raccomanda di basare il calcolo della percentuale della dose
assorbita a partire dall'assorbimento calcolato, confrontando l'escrezione a seguito di somministrazione per via
orale e l'escrezione tramite somministrazione per via endovenosa (in ratti intatti o con dotto biliare incanulato)
(cfr. paragrafo 35). Inoltre, quando la quantificazione della secrezione intestinale ¢ considerata necessaria, si
consiglia di misurare l'escrezione presso ratti con dotto biliare incanulato dopo aver somministrato la dose per
via endovenosa.

Biodisponibilita

35. La biodisponibilita pud essere determinata a partire dalla cinetica plasmatica/sanguigna dei gruppi esposti per via
orale e per via endovenosa, come descritto ai paragrafi 50-52, attraverso analisi chimiche specifiche della
sostanza in esame efo del o dei metaboliti corrispondenti, evitando, pertanto, di ricorrere alla radiomarcatura
della sostanza in causa. Per calcolare la biodisponibilita (F) della sostanza chimica in esame oppure del metabolita
o dei metaboliti corrispondenti, ricorrere a questa formula:

F = (AUC¢yp/AUC) X (Dosery[Doseyp)

dove “AUC” ¢ l'area sotto la curva “concentrazione plasmatica/tempo”, mentre “exp” ¢ la via di somministrazione
sperimentale (orale, cutanea, inalatoria).

36. Nella valutazione del rischio legato ad effetti sistemici, ¢ generalmente preferibile ricorrere alla biodisponibilita
del componente tossico, invece che alla percentuale di assorbimento, per confrontare le concentrazioni sistemi-
che ricavate da studi sugli animali con dati analoghi di biomonitoraggio provenienti da studi sull'esposizione
professionale. La situazione puo diventare pitt complessa se le dosi si situano nellintervallo di risposta non
lineare; ¢ quindi importante che un precedente studio tossicocinetico consenta di scegliere una gamma di dosi
con risposta nell'intervallo lineare.

Distribuzione tissutale

37. E importante conoscere la distribuzione tissutale della sostanza in esame efo dei suoi metaboliti per poter
identificare i tessuti bersaglio, comprendere i meccanismi soggiacenti alla tossicita e per poter ottenere infor-
mazioni sul potenziale di accumulo e di persistenza della sostanza e dei metaboliti. La percentuale della dose
(radioattiva) totale nei tessuti e nel resto della carcassa va misurata per lo meno al termine dello studio di
escrezione (vale a dire, di solito, fino a 7 giorni dopo la somministrazione della dose, oppure prima in funzione
del comportamento specifico della sostanza in esame). Se alla fine dello studio non si rileva la presenza della
sostanza nei tessuti (ad esempio nel caso in cui la sostanza sia stata eliminata prima della fine dello studio a
causa di un'emivita breve) occorre prestare particolare attenzione per evitare una scorretta interpretazione dei
dati. In situazioni simili, la distribuzione tissutale deve essere analizzata quando si raggiunge la concentrazione
massima nel plasma/nel sangue (T,,,,) oppure il picco dell'escrezione urinaria della sostanza chimica in esame
(e/o dei metaboliti), a seconda del caso (cfr. paragrafo 38). Inoltre, pud essere necessario raccogliere tessuti anche
in altri momenti in modo da poter determinare la distribuzione della sostanza in esame efo dei metaboliti nei
tessuti, valutare la dipendenza temporale (se del caso), aiutare a stabilire il bilancio di massa efo se cio ¢ richiesto
da un'autorita competente. I tessuti da prelevare comprendono fegato, grasso, tratto gastrointestinale, reni, milza,
sangue intero, residuo della carcassa, tessuti dell'organo bersaglio ed altri eventuali tessuti (es. tiroide, eritrociti,
organi riproduttivi, pelle e — in particolare negli animali pigmentati — occhi) potenzialmente importanti per la
valutazione tossicologica della sostanza in esame. Occorre analizzare la pili ampia gamma possibile di tessuti
negli stessi momenti, per sfruttare al massimo I'uso degli animali e nell'eventualita che, negli studi di tossicita
cronica e subcronica, si osservino effetti tossici nell'organo bersaglio. Vanno inoltre registrate la concentrazione
del residuo (radioattivo) e le relazioni percentuali tra concentrazione nei tessuti e nel plasma (nel sangue).

38. E inoltre possibile che la valutazione della distribuzione tissutale in ulteriori momenti — ad esempio nel
momento della concentrazione di picco nel plasma/nel sangue (es. Ty,,,) o al massimo dell'escrezione urinaria
— ottenuta, rispettivamente, a partire da studi di cinetica plasmatica/sanguigna o da studi sull'escrezione, possa
essere necessaria a un'autoritd competente o venga richiesta da questultima. Si tratta di un'informazione che puo
aiutare a comprendere la tossicita e il potenziale di accumulo e di persistenza della sostanza in esame e dei
metaboliti. Occorre giustificare la scelta dei campioni; i campioni da sottoporre ad analisi devono solitamente
essere uguali a quelli indicati sopra (cfr. paragrafo 37).

39. Negli studi sulla distribuzione tissutale ¢ possibile quantificare la radioattivita ricorrendo a dissezione, omoge-
neizzazione, combustione efo solubilizzazione degli organi, seguite da conteggio in scintillazione liquida dei
residui intrappolati. Altre tecniche (es. autoradiografia quantitativa a corpo intero e microautoradiografia dei
recettori), attualmente a diversi livelli di sviluppo, potrebbero dimostrarsi utili per determinare la distribuzione di
una sostanza chimica negli organi efo nei tessuti (3) (4).

40. Per le vie d'esposizione che non siano quella orale, occorre prelevare e analizzare tessuti specifici, ad esempio i
polmoni negli studi che prevedono la somministrazione per via inalatoria e la pelle in quelli con sommini-
strazione per via cutanea. Cfr. paragrafi da 74 a 78.
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Metabolismo

41. E necessario raccogliere escreti (¢ plasma, se del caso) per procedere all'identificazione e alla quantificazione di
una sostanza chimica e dei suoi metaboliti, non modificati, come descritto ai paragrafi da 44 a 49. E accettabile
raggruppare gli escreti per facilitare I'identificazione dei metaboliti in seno a un determinato gruppo-dose. Si
raccomanda di stabilire il profilo dei metaboliti per ogni fase dello studio. Tuttavia, se I'assenza di campioni o di
radioattivita impedisce di farlo, ¢ accettabile raggruppare l'urina e le feci raccolte in diversi momenti, ma
provenienti solo da animali dello stesso sesso che abbiano ricevuto la stessa dose. Utilizzare metodi qualitativi
e quantitativi appropriati per le analisi delle urine, delle feci e della radioattivita espirata nonché, se del caso, della
bile degli animali esposti.

42. Occorre fare un ragionevole sforzo per identificare tutti i metaboliti presenti in una percentuale uguale o
superiore al 5% della dose somministrata e tracciare uno schema metabolico per la sostanza in esame. Se la
quantita della sostanza chimica in esame presente negli escreti ¢ pari o superiore al 5 % della dose somministrata,
la sostanza chimica va identificata. Con “identificata” si intende che venga determinata la struttura esatta dei suoi
componenti. Normalmente, l'identificazione avviene effettuando simultaneamente una co-cromatografia del me-
tabolita e dei modelli conosciuti, usando due sistemi diversi, oppure utilizzando tecniche in grado di determinare
con sicurezza la struttura come la spettrometria di massa, la risonanza magnetica nucleare ecc. Nel caso della co-
cromatografia, i metodi cromatografici che utilizzano la stessa fase stazionaria con due sistemi di solventi diversi
non sono considerati adeguati per verificare I'identita dei metaboliti in quanto i due sistemi non sono indipen-
denti. L'identificazione tramite co-cromatografia va ottenuta utilizzando due sistemi diversi e indipendenti sul
piano analitico, come ad esempio la cromatografia su strato sottile (TLC) in fase normale o inversa, oppure la
cromatografia in fase liquida ad elevate prestazioni (HPLC). Se la qualita della separazione cromatografica ¢
adeguata, non ¢ necessario ottenere un'ulteriore conferma tramite mezzi spettroscopici. Per un’identificazione
inequivocabile & possibile ricorrere anche a metodi che forniscono informazioni strutturali: cromatografia in fase
liquida/spettrometria di massa (LC-MS), oppure cromatografia in fase liquida/spettrometria di massa tandem (LC-
MS/MS), gascromatografia/spettrometria di massa (GC-MS) e spettrometria di risonanza magnetica nucleare.

43. Se non ¢ possibile procedere all'identificazione dei metaboliti che rappresentano, individualmente, il 5 % od oltre
della dose somministrata ¢ necessario fornire una giustificazione/spiegazione di questo fatto nella relazione
finale. Potrebbe essere utile identificare i metaboliti che rappresentano meno del 5 % della dose somministrata
per migliorare la comprensione della via metabolica per la valutazione dei rischi efo dei pericoli della sostanza in
esame. Ogniqualvolta possibile, ¢ necessario fornire la conferma della struttura dei metaboliti, che potrebbe
rendere necessario stabilire il profilo metabolico nel plasma, nel sangue o in altri tessuti.

Escrezione

44. 1l tasso e il grado di escrezione della sostanza somministrata devono essere determinati attraverso la misurazione
della percentuale di dose (radioattiva) recuperata dalle urine, dalle feci e dall'aria espirata. Si tratta di dati utili
anche per stabilire il bilancio di massa. Le quantita della sostanza (radioattivita) in esame eliminate nelle urine,
nelle feci e nell'aria espirata devono essere determinate ad intervalli appropriati (cfr. paragrafi da 47 a 49). Gli
esperimenti a dosi ripetute devono essere appositamente impostati, in modo da consentire la raccolta di dati
sugli escreti sufficienti a raggiungere gli obiettivi stabiliti al paragrafo 26. Cio consentira di poterli confrontare
con quelli degli esperimenti con dose unica.

45. Se lo studio pilota dimostra che la quantita di sostanza in esame (radioattivita) escreta nell'aria espirata non &
significativa (secondo il paragrafo 49), per lo studio definitivo non sara necessario raccogliere I'aria espirata.

46. Ciascun animale viene collocato in un'unita metabolica separata per la raccolta degli escreti (urina, feci, aria
espirata). Alla fine di ciascun periodo di raccolta (cfr. paragrafi da 47 a 49), le unita metaboliche vanno
risciacquate con un solvente adeguato (“acqua di risciacquo”) per assicurare il massimo recupero della sostanza
in esame (radioattivita). La raccolta degli escreti termina in capo a sette giorni o dopo aver recuperato almeno il
90 % della dose, a seconda di quale eventualita si verifica per prima.

47. La quantita totale della sostanza in esame (radioattivita) nelle urine dev'essere determinata almeno due volte nel
corso della prima giornata di raccolta (una delle quali 24 ore dopo la somministrazione della dose) per poi
continuare una volta al giorno fino alla fine dello studio. Per la prima giornata, si raccomanda di optare per pit
di due momenti di campionamento (ad esempio dopo 6, 12 e 24 ore). I risultati degli studi pilota vanno

analizzati per trarre informazioni sull'opportunita di introdurre momenti di raccolta diversi o supplementari. E
necessario giustificare la scelta del calendario adottato.

48. La quantita totale della sostanza in esame (radioattivita) nelle feci deviessere determinata una volta al giorno, a
partire da 24 ore dopo la somministrazione della dose e fino alla fine dello studio, salvo indicazioni contrarie
provenienti dagli studi pilota che suggeriscano di svolgere raccolte pilt frequenti o in altri momenti. E necessario
giustificare la scelta di un calendario alternativo.

49. Se in un determinato studio meno dell'l % della dose somministrata viene rilevata nell’aria espirata raccolta in un
periodo di 24 ore, la raccolta di CO, espirata e di altri materiali volatili pud essere sospesa.
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Studi in funzione del tempo
Cinetica plasmatica/sanguigna

50. Lo scopo di questi studi ¢ di ottenere delle stime relative ai principali parametri tossicocinetici della sostanza in
esame [es.: Crap Tinaw emivita (ty), AUC]. E possibile svolgere gli studi somministrando una dose unica, ma
generalmente se ne somministrano due o pitl. Le dosi vengono stabilite a seconda della natura efo dell'oggetto
dello studio. I dati cinetici possono essere necessari per risolvere questioni quali la biodisponibilita della sostanza
in esame efo per chiarire gli effetti della dose sull'eliminazione (vale a dire, per chiarire se la saturazione

dell'eliminazione dipende o meno dalla dose).

51. Per questo tipo di studi, devono essere usati almeno quattro animali dello stesso sesso per ogni gruppo-dose. E
necessario giustificare la scelta del sesso degli animali. Occorre prendere in considerazione l'opportunita di
ricorrere ad animali di entrambi i sessi (quattro maschi e quattro femmine) in presenza di dati che suffragano
differenze tossicologiche significative legate al sesso.

52. Dopo la somministrazione della sostanza (radiomarcata), utilizzare un metodo di campionamento adeguato per
prelevare campioni di sangue da ogni animale in momenti idonei. Eventuali potenziali effetti del campionamento
ripetuto sulla salute/fisiologia degli animali efo la sensibilita del metodo analitico potrebbero limitare il volume e
il numero di campioni di sangue da prelevare da ciascun animale. Devono essere sottoposti ad analisi campioni
provenienti da ogni singolo animale. In determinate circostanze (ad esempio per la caratterizzazione dei meta-
boliti), puo essere necessario raggruppare i campioni provenienti da diversi animali. I campioni raggruppati
devono essere chiaramente identificati e occorre fornire una spiegazione per la scelta del raggruppamento. Se si
utilizza una sostanza chimica radiomarcata, pud essere opportuno determinare la radioattivita totale presente. In
tal caso, la radioattivita totale deve essere analizzata nel sangue intero e nel plasma o nel plasma e negli eritrociti,
per poter calcolare il rapporto sangue/plasma. In altre circostanze, potrebbero essere necessari studi pitt appro-
fonditi che includano lidentificazione del composto progenitore efo dei metaboliti o la valutazione della
fissazione alle proteine.

Altri studi di cinetica tissutale

53. Questi studi si propongono di ottenere informazioni sullevoluzione nel tempo, per chiarire questioni legate ad
aspetti quali il meccanismo dell'azione tossica, il bioaccumulo e la biopersistenza, determinando i livelli della
sostanza chimica in esame nei vari tessuti. I tipi di tessuti selezionati e il numero di momenti da sottoporre a
valutazione dipenderanno dagli aspetti oggetto dello studio e dalla base dei dati tossicologici disponibili per la
sostanza chimica in esame. Il disegno di questi ulteriori studi di cinetica tissutale deve tenere conto delle
informazioni raccolte seguendo le indicazioni dei paragrafi da 37 a 40. Gli studi possono essere condotti
somministrando una dose unica o dosi ripetute. Occorre fornire una giustificazione dettagliata dell'approccio
scelto.

54. Le ragioni che possono giustificare il ricorso a ulteriori studi cinetici comprendono:

— indicazioni di una emivita prolungata nel sangue, che suggeriscono la possibilita di un accumulo della
sostanza nei diversi tessuti, oppure

— linteresse a verificare se ¢ stato raggiunto uno stadio stazionario in determinati tessuti (ad esempio, negli
studi a somministrazione ripetuta, sebbene possa sembrare che la concentrazione della sostanza in esame nel
sangue abbia raggiunto uno stato apparentemente stazionario, puo essere utile confermare se sia stata
raggiunta la stessa concentrazione stazionaria anche nei tessuti bersaglio).

55. Per questo tipo di studi in funzione del tempo, occorre somministrare per via orale una dose adeguata della
sostanza chimica in esame ad almeno quattro animali, per ciascuna dose e per punto temporale, e sorvegliare
I'evoluzione nel tempo della distribuzione nei tessuti selezionati. Si utilizzano animali dello stesso sesso, salvo se
si ¢ osservata una tossicita specifica legata al sesso. A seconda dell'oggetto dello studio, si procedera o meno
all'analisi della radioattivita totale o della sostanza madre efo dei metaboliti. Utilizzare tecniche idonee per
valutare la distribuzione tissutale.

Induzione/Inibizione enzimatica

56. In uno o pit dei casi elencati di seguito puo essere necessario svolgere studi sui possibili effetti dell'induzione/
inibizione enzimatica o della biotrasformazione della sostanza in esame:

1) se alcuni elementi indicano una possibile relazione tra biotrasformazione della sostanza in esame e aumento
della tossicita;

2) se i dati sulla tossicita disponibili segnalano una relazione non lineare tra dose e metabolismo;

3) se gli studi sull'identificazione dei metaboliti identificano un metabolita potenzialmente tossico che puo essere
stato prodotto da una via enzimatica indotta dalla sostanza chimica in esame;

4) per spiegare effetti che si presume siano legati a fenomeni di induzione enzimatica;
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5) in caso di esperimenti in vitro o in vivo con specie e in condizioni diverse, se vengono osservate alterazioni
tossicologiche rilevanti nel profilo metabolico della sostanza in esame, puo essere necessario caratterizzare
lenzima o gli enzimi coinvolti (per esempio, enzimi di fase I come gli isoenzimi del sistema della mono-
ossigenasi dipendente dal citocroma P450, enzimi di fase Il come gli isoenzimi della uridina difosfato
glucoronil-transferasi, 0 ogni altro enzima pertinente). Queste informazioni possono essere utilizzate per
valutare la pertinenza delle specie in causa per le estrapolazioni inter-specie.

57. Per valutare le variazioni tossicocinetiche legate alla sostanza in esame, ¢ necessario utilizzare protocolli di studio
adeguati, debitamente convalidati e giustificati. Il disegno dello studio pud ad esempio prevedere la sommini-
strazione di dosi ripetute di una sostanza non marcata, seguite da una dose unica radiomarcata somministrata il
14° giorno, oppure la somministrazione di dosi ripetute con una sostanza radiomarcata con campionamenti il
19, 7° e 14° giorno in modo da determinare il profilo dei metaboliti. La somministrazione di dosi ripetute della
sostanza chimica radiomarcata, inoltre, pud fornire informazioni sul bioaccumulo (cfr. paragrafo 26).

METODI COMPLEMENTARI

58. Altri metodi, al di 1a degli esperimenti in vivo descritti in questo metodo di prova, possono fornire informazioni
utili su assorbimento, distribuzione, metabolismo o eliminazione delle sostanze chimiche in determinate specie.

Uso dei dati ottenuti in vitro

59. Utilizzando sistemi di prova adeguati ¢ possibile studiare in vitro molti aspetti del metabolismo della sostanza in
esame. Si puo ricorrere a epatociti isolati di fresco o coltivati, oppure a frazioni subcellulari (es.: microsomi e
citosol o frazione S9) epatiche per studiare i possibili metaboliti. Il metabolismo locale nellorgano bersaglio, ad
esempio il polmone, pud fornire indicazioni interessanti per la valutazione dei rischi. A tal fine, possono essere
utili frazioni microsomiali dei tessuti bersaglio. Gli studi che ricorrono ai microsomi possono servire a indagare
potenziali differenze dovute al genere o alle fasi di vita e a caratterizzare i parametri enzimatici (K, e V) che
possono essere daiuto nella valutazione della dose-dipendenza del metabolismo rispetto ai livelli di esposizione.
Inoltre, i microsomi possono essere utili nell'identificazione degli enzimi microsomiali specifici coinvolti nel
metabolismo della sostanza in esame, un aspetto che puo rivelarsi importante per le estrapolazioni inter-specie
(cfr. anche paragrafo 56). E inoltre possibile esaminare il potenziale di induzione della biotrasformazione
utilizzando frazioni subcellulari epatiche (es. microsomi e citosol) di animali pretrattati con la sostanza in
questione, attraverso studi di induzione sugli epatociti in vitro o a partire da determinate linee cellulari che
esprimono degli enzimi pertinenti. In determinate circostanze e in condizioni adeguate, le frazioni subcellulari
provenienti da tessuti umani possono essere prese in considerazione ed essere utilizzate per determinare even-
tuali differenze tra specie a livello di biotrasformazione. I risultati degli studi in vitro possono essere utili anche
per sviluppare modelli tossicocinetici su base fisiologica (5).

60. A partire da studi in vitro sull'assorbimento cutaneo, si possono ottenere informazioni supplementari per
caratterizzare l'assorbimento (6).

61. E possibile utilizzare colture cellulari primarie da cellule epatiche e campioni tissutali freschi per chiarire
questioni simili a quelle studiate ricorrendo a microsomi epatici. In alcuni casi, si potrebbero trovare risposte
a determinate questioni utilizzando linee cellulari che esprimano specificamente l'enzima in causa, o linee
cellulari geneticamente modificate. In altri casi, puo essere utile studiare in vitro l'inibizione e I'induzione di
isoenzimi specifici del citocroma P450 (es. CYP1A1, 2E1, 1A2, e altri) efo di enzimi di fase II, attraverso il
composto progenitore. Le informazioni ottenute possono dimostrarsi utili per composti di struttura simile.

Uso di dati tossicocinetici provenienti da studi di tossicita quali informazioni complementari

62. Le analisi di campioni di sangue, tessuti efo escreti svolte all'interno di altri studi di tossicita possono fornire dati
su biodisponibilita, cambiamenti nella concentrazione plasmatica in funzione del tempo (AUC, C,,,,), potenziale
di bioaccumulo, tassi di eliminazione e cambiamenti nel metabolismo e nella cinetica legati al genere o alle fasi
di vita.

63. Si possono effettuare modifiche a livello di impostazione dello studio per rispondere a domande concernenti: la
saturazione delle vie di assorbimento, di biotrasformazione o di escrezione a dosi pit elevate; il funzionamento
di nuove vie metaboliche a dosi piu elevate; la limitazione dei metaboliti tossici, sempre a dosi piti elevate.

64. Si possono affrontare anche altre considerazioni legate alla valutazione dei rischi:

— la sensibilita in funzione dell'eta, dovuta alle differenze nello stato della barriera emato-encefalica, a livello dei
reni efo delle capacita di detossificazione,

— la sensibilita di determinate sottopopolazioni dovuta a differenze nella capacita di biotrasformazione o ad
altre differenze tossicocinetiche,

— il grado di esposizione fetale per trasferimento transplacentare delle sostanze chimiche o l'esposizione
neonatale attraverso l'allattamento.
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Uso dei modelli tossicocinetici

65. 1 modelli tossicocinetici possono essere utili per diversi aspetti della valutazione dei rischi e dei pericoli, ad
esempio nella previsione dell'esposizione sistemica e della dose trasmessa ai tessuti interni. Inoltre, possono
servire per chiarire determinate questioni relative alle modalita d’azione, potendo fungere da base per estrapo-
lazioni interspecie, tra vie di esposizione, tra dosaggi, e per la valutazione dei rischi per I'vomo. Tra i dati utili
per lelaborazione di modelli tossicocinetici su base fisiologica per una sostanza chimica in esame in una
determinata specie si trovano: 1) i coefficienti di ripartizione; 2) le costanti biochimiche e i parametri fisiologici;
3) i parametri di assorbimento specifico per via di esposizione; e 4) i dati cinetici in vivo per la valutazione dei
modelli [ad esempio i parametri di eliminazione per le vie di escrezione pertinenti (> 10 %) nonché K, e V...
per il metabolismo]. I dati sperimentali usati per elaborare il modello devono essere generati ricorrendo a metodi
scientificamente solidi e i risultati ottenuti dall'applicazione del modello devono essere convalidati. Per facilitare
I'elaborazione di modelli non compartimentali o a base fisiologica (7) vengono spesso determinati parametri
specifici a una sostanza chimica o a una specie in esame, quali i tassi di assorbimento, il coefficiente di
ripartizione sangue-tessuto e le costanti di velocita metabolica.

DATI E RELAZIONE

66. Si raccomanda di inserire un indice nella relazione.

Corpo della relazione

67. 11 corpo della relazione deve includere le informazioni previste dal presente metodo di prova, organizzate nelle
sezioni e nei paragrafi descritti di seguito.

Sintesi

68. Occorte esporre sinteticamente I'impostazione dello studio e il metodo usato. E altrettanto necessario evidenziare
i risultati principali concernenti il bilancio di massa, la natura e l'importanza dei metaboliti, i residui nei tessuti, il
tasso di eliminazione, il potenziale di bioaccumulo, le differenze legate al sesso ecc. La sintesi dev'essere
dettagliata a sufficienza da consentire una valutazione dei risultati.

Introduzione

69. In questa sezione si presentano gli obiettivi dello studio, le ragioni alla sua base e I'impostazione sperimentale,
come pure i riferimenti pertinenti ed eventuali cenni storici.

Materiali e metodi

70. Vanno descritte in dettaglio tutte le informazioni pertinenti, in particolare:
a) sostanza chimica in esame

E necessario includere l'identificazione del prodotto chimico, che deve comprendere: denominazione chimica,
struttura molecolare, composizione chimica qualitativa e quantitativa, grado di purezza chimica e, se possi-
bile, tipo e quantita delle eventuali impuritd. Occorre inoltre includere informazioni sulle proprieta fisico-
chimiche, incluso stato fisico, colore, grado lordo di solubilita e/o coefficiente di ripartizione, stabilita e, se del
caso, corrosivita. Se del caso, fornire informazioni sugli isomeri. Se la sostanza chimica ¢ radiomarcata, vanno
indicati: il tipo di radionuclide, la posizione della marcatura, lattivita specifica e il grado di purezza radio-
chimica.

Si deve indicare il tipo o la descrizione dei veicoli, dei diluenti, degli agenti di sospensione e degli emulsio-
nanti o di altri materiali utilizzati per somministrare la sostanza in esame;

=

animali da laboratorio

E necessario fornire informazioni sugli animali utilizzati per la prova, incluse quelle sulla selezione, giu-
stificandola, della specie, del ceppo, dell'eta allinizio dello studio, del sesso, insieme a informazioni su peso
corporeo, stato di salute e condizioni di allevamento;

¢) metodi
Occorre fornire dettagli sullimpostazione dello studio e sulla metodologia utilizzata, includendo:

1) una giustificazione delle eventuali modifiche alla via e, se del caso, alle condizioni di esposizione;
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2) una giustificazione della scelta dei livelli della dose;

3) la descrizione degli studi pilota sottesi al disegno sperimentale degli studi di follow-up, se del caso,
allegando i dati di supporto provenienti dagli studi pilota;

4) la modalita di preparazione della soluzione somministrata, il tipo di solvente o veicolo, se utilizzato;

5) il numero dei gruppi esposti e il numero degli animali per ciascun gruppo;

=

il livello e il volume delle dosi (e attivita specifica in caso di utilizzo di marcatori radioattivi);

7) la o le vie e i metodi di somministrazione;

L

la frequenza di somministrazione;

=)

il periodo di digiuno (se del caso);

10

la radioattivita totale per animale;

11

la manipolazione degli animali;

12

la raccolta e il trattamento dei campioni;

13

i metodi d’analisi utilizzati per la separazione, quantificazione e identificazione dei metaboliti;

14

i limiti di rivelabilita per i metodi utilizzati;

15

le altre misure e procedure sperimentali utilizzate (inclusa la validazione dei metodi per lanalisi dei
metaboliti);

d) analisi statistica

Se per analizzare i risultati degli studi si ricorre all'analisi statistica, la relazione deve includere sufficienti
informazioni sul metodo di analisi e sul programma informatico utilizzati, in maniera tale che un revisore o
un esperto di statistica indipendente possa rivalutare e ricostruire I'analisi.

Nel caso si ricorra a una modellizzazione sistemica, utilizzando ad esempio modelli tossicocinetici su base
fisiologica, la presentazione dei modelli deve includerne una descrizione completa in modo da poterli rico-
struire e convalidare in modo indipendente (cfr. paragrafo 65 e l'appendice “Definizioni”).

Risultati

71. 1 dati vanno riportati sinteticamente in una tabella, con una valutazione statistica idonea e una descrizione.
Quelli relativi al conteggio della radioattivita devono essere sintetizzati e presentati nel modo piti consono allo
studio, in genere in microgrammi o milligrammi equivalenti per massa del campione, sebbene sia possibile
utilizzare altre unita. In questa sezione della relazione vanno inserite le illustrazioni grafiche dei risultati, la
riproduzione dei dati cromatografici e spettrometrici, l'identificazione/quantificazione dei metaboliti e le vie
metaboliche proposte, ivi compresa la struttura molecolare dei metaboliti. Inoltre, ove pertinenti, vanno incluse
le informazioni elencate di seguito:

1) quantita e recupero percentuale della radioattivita nelle urine, nelle feci, nell'aria espirata e nell'acqua di
risciacquo delle urine e delle feci dalle gabbie.

— Per gli studi per via cutanea, ¢ inoltre necessario includere i dati sul recupero della sostanza dalla cute
trattata e dai lavaggi della cute, i dati relativi alla radioattivita residua nella copertura protettiva della pelle
e nell'unita metabolica, nonché i risultati dello studio sul lavaggio cutaneo; per ulteriori informazioni, cfr.
paragrafi da 74 a 77,

— per gli studi per via inalatoria, includere anche i dati sul recupero della sostanza in esame nei polmoni e
nei tessuti nasali (8); per ulteriori informazioni, cfr. paragrafo 78;




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

2) distribuzione nei tessuti, espressa in percentuale della dose somministrata e come concentrazione (micro-
grammi equivalenti per grammo di tessuto) e rapporti tessuto/sangue o tessuto/plasma;

3) bilancio di materia elaborato per ciascuno studio, che implica I'analisi dei tessuti e degli escreti;

4) concentrazione del plasma e parametri tossicocinetici (biodisponibilita, AUC, C.,, Ty eliminazione, emi-
vita) della sostanza dopo la somministrazione attraverso la o le vie di esposizione pertinenti;

5) tasso e grado di assorbimento della sostanza chimica in esame dopo la somministrazione attraverso la o le
vie di esposizione pertinenti;

6) quantita della sostanza chimica e dei metaboliti (espressa in percentuale della dose somministrata) raccolta
negli escreti;

7) riferimento ai dati sugli animali presentati in allegato per tutti i parametri e gli endpoint misurati (ad esempio,

dose somministrata, percentuale di recupero, concentrazioni, parametri tossicocinetici ecc.).

8) grafico sul quale figurano le vie metaboliche proposte e la struttura metabolica dei metaboliti.

Discussione dei risultati e conclusioni

72. In questa sezione della relazione l'autore, o gli autori, devono:

1) proporre la via metabolica, basata sui risultati del metabolismo e sull'eliminazione della sostanza chimica in
esame;

2) esaminare le eventuali differenze legate alla specie e al sesso, rispetto all’eliminazione efo alla biotrasforma-
zione della sostanza chimica in esame;

3) presentare sotto forma di tabella ed esaminare l'identita e 'importanza dei metaboliti, i tassi di eliminazione,
il potenziale di bioaccumulo e il livello dei residui tissutali del composto progenitore efo del o dei metaboliti,
oltre a eventuali alterazioni dei parametri tossicocinetici in funzione della dose;

4) integrare in questa sezione eventuali dati tossicocinetici pertinenti, ottenuti nel corso dello svolgimento degli
studi di tossicitd;

5) fornire una conclusione concisa, giustificata dai risultati dello studio;

6) aggiungere altre sezioni, se necessario.

73. Le eventuali ulteriori sezioni possono servire ad includere informazioni bibliografiche a sostegno degli studi,
tabelle, grafici, appendici ecc.

VIE DI ESPOSIZIONE ALTERNATIVE
Via cutanea
Esposizione per via cutanea

74. Questa sezione contiene indicazioni specifiche per studi di tossicocinetica sulla sostanza in esame somministrata
per via cutanea. Per quanto riguarda I'assorbimento cutaneo, consultare il capitolo B.44 del presente allegato:
Assorbimento cutaneo: metodo in vivo (9). Per altri endpoint, quali la distribuzione e il metabolismo, & possibile
utilizzare il presente metodo di prova (B.36). Nell'esposizione per via cutanea, ¢ possibile utilizzare uno o pit
livelli di dose della sostanza chimica in esame. La sostanza chimica in esame (sostanza chimica pura, diluita o
formulazione che la contenga, da applicare sulla pelle) deve essere identica (o essere un suo surrogato plausibile)
a quella a cui possono essere esposti gli esseri umani o le altre specie bersaglio potenziali. 1l livello o i livelli di
dose devono essere scelti conformemente a quanto indicato ai paragrafi da 20 a 26 del presente metodo di
prova. I fattori di cui tenere conto nella scelta della o delle dosi da somministrare per via cutanea sono la
prevista esposizione umana efo le dosi alle quali ¢ stata osservata tossicita in altri studi di tossicita cutanea. La o
le dosi da somministrare per via cutanea devono essere disciolte in un veicolo idoneo e applicate in congrua
quantitd. Poco prima della prova si effettua il taglio del pelo nella parte dorsale del corpo degli animali. Si puo
usare la rasatura, ma questa dovrebbe essere effettuata circa 24 ore prima dell'inizio della prova. Durante le
operazioni di taglio o rasatura, si deve badare a non ledere la cute dellanimale per evitarne l'abrasione
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che potrebbe alterarne la permeabilita. Si dovra preparare circa il 10 % della superficie corporea per l'applica-
zione della sostanza in esame. In caso di sostanze altamente tossiche, la superficie pud essere inferiore al 10 %,
ma deve pero essere coperta quanto pitt possibile da uno strato uniforme e sottile della sostanza. La superficie
esposta deve essere la stessa per tutti i gruppi di animali che partecipano alla prova cutanea. Le superfici esposte
devono essere protette con una protezione idonea adeguatamente fissata in posizione. Gli animali vanno
alloggiati separatamente.

75. E necessario svolgere uno studio sul lavaggio cutaneo per determinare la quantita di dose somministrata che puod
essere rimossa dalla pelle mediante un lavaggio della superficie esposta con sapone delicato e acqua. Tale studio
puo essere utilizzato anche per stabilire il bilancio di massa quando la sostanza in esame viene somministrata
per via cutanea. Per realizzare questo studio, applicare un dose unica della sostanza su due animali. La scelta del
livello della dose va effettuata conformemente a quanto indicato al paragrafo 23 del presente metodo di prova
(cfr. anche paragrafo 76 per indicazioni sul tempo di contatto con la pelle). Per valutare l'efficacia della
rimozione della sostanza in esame attraverso questo metodo di lavaggio, occorre determinare la quantita di
sostanza recuperata nell'acqua di lavaggio.

76. Salvo che la corrosivita lo impedisca, una volta applicata, la sostanza chimica in esame va lasciata a contatto
della pelle per un minimo di 6 ore. Una volta rimossa la protezione, l'area esposta deve essere lavata seguendo la
procedura descritta per lo studio sul lavaggio cutaneo (cfr. paragrafo 75). Analizzare sia la protezione sia I'acqua
di lavaggio per determinare la quantita residua della sostanza chimica in esame. Al termine dello studio, gli
animali vengono sottoposti a eutanasia, conformemente al riferimento bibliografico (2), e la pelle esposta viene
rimossa. Occorre analizzare una sezione idonea della pelle esposta per determinare i residui della sostanza
chimica in esame (radioattivita).

77. Per la valutazione tossicocinetica dei prodotti farmaceutici pud essere necessario ricorrere ad altri protocolli,
conformemente agli obblighi normativi applicabili.

Via inalatoria

78. Per questo tipo di studi va utilizzata una concentrazione unica (o pilt concentrazioni, se necessario) della
sostanza in esame. La o le concentrazioni devono essere scelte conformemente a quanto indicato ai paragrafi
da 20 a 26 del presente metodo di prova. La somministrazione per via inalatoria deve effettuarsi tramite
apparecchi che consentono di esporre solo il naso o la testa, in modo da evitare I'assorbimento tramite altre
vie d'esposizione (8). Se vengono utilizzate altre condizioni di esposizione per via inalatoria, ¢ necessario
giustificare e documentare la scelta. Il periodo di esposizione va indicato (generalmente, si situa tra le 4 e le
6 ore).
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Appendice

DEFINIZIONI

Assorbimento: processo o processi tramite i quali una sostanza chimica attraversa i tessuti o vi penetra. L'assorbimento
si riferisce a un composto progenitore e a tutti i suoi metaboliti. Non va confuso con “biodisponibilita”.

Accumulo (bioaccumulo): aumento, nel corso del tempo, della quantita della sostanza chimica in esame nei tessuti
(solitamente tessuti grassi, dopo ripetute esposizioni); se la quantita somministrata della sostanza in esame ¢ maggiore
della quantita eliminata, essa si accumula nell'organismo fino anche a raggiungere concentrazioni tossiche.

ADME: sigla che sta per “Assorbimento, Distribuzione, Metabolismo ed Escrezione”.

AUC (Area Under the Curve, area sotto la curva): area sotto la curva “concentrazione plasmatica/tempo” della sostanza
in esame. Rappresenta il volume totale della sostanza in esame assorbita dal corpo in un intervallo di tempo predeter-
minato. In condizioni lineari, 'AUC (da zero a infinito) & proporzionale al volume totale della sostanza in esame assorbita
dal corpo, a prescindere dal tasso di assorbimento.

Autoradiografia: (autoradiografia a corpo intero) tecnica utilizzata per determinare qualitativamente e/o quantitativa-
mente la localizzazione tissutale della sostanza radioattiva in esame; utilizza pellicola a raggi X o, pili recentemente,
immagini digitali su schermi al fosforo per visualizzare molecole o frammenti di molecole radiomarcate, registrando
l'irraggiamento emesso allinterno dell'oggetto studiato. Rispetto alla dissezione degli organi, 'autoradiografia quantitativa
a corpo intero pud comportare dei vantaggi per determinare la distribuzione della sostanza in esame e valutare il recupero
globale e la risoluzione del materiale radioattivo nei tessuti. Un vantaggio significativo, per esempio, ¢ rappresentato dal
fatto che questa tecnica pud essere utilizzata su un modello animale pigmentato per valutare I'eventuale associazione della
sostanza in esame con la melanina, che puo legarsi ad alcune molecole. Tuttavia, sebbene possa rappresentare un mezzo
utile per visualizzare globalmente i siti di fissazione di grande capacita e bassa affinita, questa tecnica puo rivelarsi meno
efficace per quanto riguarda il riconoscimento di siti bersaglio specifici quali i siti di fissaggio dei recettori per rilevare i
quali & necessario ricorrere a risoluzioni e sensibilita relativamente elevate. Quando si ricorre allautoradiografia, gli
esperimenti intesi a determinare il bilancio di massa dei composti somministrati vanno svolti su un gruppo distinto o
tramite uno studio distinto rispetto a quello che si concentra sulla distribuzione tissutale, nel quale tutti gli escreti (che
possono includere l'aria espirata) e le carcasse intere vengono omogeneizzati e testati tramite conteggio in scintillazione
liquida.

Escrezione biliare: escrezione attraverso i dotti biliari.
Bioaccumulo: cfr. “accumulo”.

Biodisponibilita: frazione di una dose somministrata che raggiunge la circolazione sistemica o viene resa disponibile nel
sito dell’attivita fisiologica. Generalmente, la biodisponibilita della sostanza in esame si riferisce al composto progenitore,
ma potrebbe riferirsi ai suoi metaboliti. Tiene conto di una sola forma chimica. NB biodisponibilita e assorbimento non
sono sinonimi. La differenza, ad esempio, tra assorbimento orale (cio¢ presenza nella parete intestinale e circolazione
portale) e biodisponibilita (cioe presenza nel sangue sistemico e nei tessuti) potrebbe derivare, tra le varie possibilita, dalla
degradazione chimica dovuta al metabolismo delle pareti intestinali, dall'efflusso verso il lume intestinale o dal metaboli-
smo presistemico nel fegato (10). La biodisponibilita del componente tossico (il composto progenitore o un metabolita)
rappresenta un parametro fondamentale per la valutazione del rischio per gli esseri umani (estrapolazione da dosi basse a
dosi alte, estrapolazione da una via all'altra) per poter derivare un valore interno dal NOAEL o dalla BMD esterni (dose
applicata). Per studiare gli effetti sul fegato in caso di somministrazione orale, ¢ sufficiente I'assorbimento orale. Tuttavia,
per valutare tutti gli altri effetti, escluso quello alla porta d’entrata, il parametro generalmente piu affidabile da utilizzare
per un’ulteriore valutazione del rischio ¢ rappresentato dalla biodisponibilita e non dall'assorbimento.

Biopersistenza: cfr. “Persistenza”.

Biotrasformazione: conversione chimica (solitamente enzimatica), all'interno del corpo, della sostanza in esame in una
sostanza chimica diversa. Sinonimo di “metabolismo”.

Cppax: coOncentrazione massima (picco di concentrazione) nel sangue (plasmajsiero) dopo la somministrazione, oppure
escrezione massima (picco di escrezione) nelle urine o nelle feci dopo la somministrazione.

Velocita di eliminazione (clearance rate): misura quantitativa della velocita alla quale una sostanza viene eliminata dal
sangue, dal plasma o da un dato tessuto, per unita di tempo.

Compartimento: porzione (0 unita) strutturale o biochimica di un corpo, tessuto o cellula, separata dal resto di tale
corpo, tessuto o cellula.

Vie di detossificazione: serie di tappe che conducono alleliminazione delle sostanze tossiche dal corpo, per trasforma-
zione metabolica o per escrezione.
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Distribuzione: dispersione di un prodotto chimico e dei suoi derivati attraverso I'organismo.

Enzimi/Isoenzimi: Proteine che catalizzano le reazioni chimiche. Gli isoenzimi sono enzimi che catalizzano reazioni
chimiche simili ma si differenziamo nella sequenza degli aminoacidi.

Parametri enzimatici: K, (costante di Michaelis) e V,, (velocita massima).

Escrezione: processo o processi attraverso i quali una sostanza somministrata e/o i suoi metaboliti vengono rimossi dal
corpo.

Esogeno: introdotto dall'esterno o prodotto all'esterno dell'organismo o del sistema.
Estrapolazione: inferenza di uno o pitt valori sconosciuti sulla base di cio che & conosciuto o ¢ stato osservato.

Emivita (t;)): tempo necessario a ridurre della meta la concentrazione della sostanza in esame in un comparto. Si
riferisce generalmente alla concentrazione del plasma o alla quantita della sostanza presente nell'intero corpo.

Induzione/Induzione enzimatica: sintesi degli enzimi in risposta a uno stimolo ambientale o a una molecola induttrice.

Linearita/cinetica lineare: in cinetica si definisce un processo come lineare quando tutte le velocita di trasferimento tra
compartimenti sono proporzionali alle quantita o concentrazioni presenti, cio¢ di primo ordine. Di conseguenza i volumi
di eliminazione e di distribuzione sono costanti, allo stesso modo delle emivite. Le concentrazioni ottenute sono
proporzionali ai tassi di somministrazione (esposizione) e laccumulo & pili facilmente prevedibile. E possibile valutare
la linearita/non linearita attraverso il confronto dei parametri pertinenti, ad esempio 'AUC, dopo la somministrazione di
dosi diverse o dopo un’esposizione singola e un'esposizione ripetuta. L'assenza di dose-dipendenza puo essere indicativa
della saturazione degli enzimi coinvolti nel metabolismo del composto, un aumento dell’AUC dopo esposizione ripetuta
rispetto allesposizione singola pud indicare invece I'inibizione del metabolismo e, infine, una riduzione del’AUC puo
indicare l'induzione del metabolismo [cfr. anche (11)].

Bilancio di massa: contabilitd delle entrate e delle uscite dal sistema della sostanza chimica in esame.
Bilancio di materia: cfr. “bilancio di massa”.

Meccanismo (Modalita) di tossicita/d’azione: il meccanismo d’azione si riferisce alle interazioni biochimiche specifiche
attraverso le quali una sostanza produce il suo effetto. La modalita d’azione si riferisce ai fenomeni pit generali attraverso
i quali si manifesta la tossicita di una sostanza.

Metabolismo: sinonimo di “biotrasformazione”.
Metaboliti: prodotti del metabolismo o dei processi metabolici.

Assorbimento orale: percentuale della dose di sostanza in esame assorbita a partire dal sito di somministrazione (per
esempio: tratto gastrointestinale). Si tratta di un parametro fondamentale che puo aiutare a comprendere quale frazione
della sostanza somministrata raggiunge la vena porta e in seguito il fegato.

Coefficiente di ripartizione: chiamato anche “coefficiente di distribuzione”, misura la solubilita differenziale di una
sostanza chimica in due solventi.

Concentrazione sanguinea (plasmatica/sierica) massima: concentrazione massima (picco di concentrazione) nel sangue

(plasma/siero) dopo la somministrazione (cfr. anche “C,,.").

Persistenza (biopersistenza): presenza a lungo termine di una sostanza chimica (in un sistema biologico) dovuta alla sua
resistenza alla degradazione/eliminazione.

Metodo read-across: metodo con il quale le informazioni sullendpoint di una o piti sostanze chimiche vengono
utilizzate per prevedere I'endpoint della sostanza in esame.

Autoradiografia microscopica dei recettori (microautoradiografia dei recettori): tecnica che puo essere utilizzata per
studiare l'interazione xenobiotica con popolazioni di cellule o siti tissutali specifici, per esempio nel quadro degli studi
sulla fissazione al recettore o sulla modalita d’azione specifica che possono richiedere una qualita di risoluzione e
sensibilita impossibile da ottenere con altre tecniche come l'autoradiografia a corpo intero.

Via di somministrazione (per via orale, endovenosa, cutanea, per inalazione ecc.): come le sostanze chimiche vengono
somministrate al corpo (es.: per via orale mediante sonda gastrica o mediante dieta, per via cutanea, per inalazione, per
endovena ecc.).
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Saturazione: stato nel quale uno o pili processi cinetici (es.: assorbimento, metabolismo o eliminazione) raggiungono il
picco massimo (sono cioé “saturi”).

Sensibilita: capacita di un metodo o di uno strumento di discriminare tra misurazioni corrispondenti a diversi livelli di
risposta alla variabile in causa.

Concentrazione sanguinea (plasmatica) allo stato stazionario: stato di non equilibrio di un sistema aperto nel quale
tutte le forze che agiscono sul sistema sono perfettamente controbilanciate da forze opposte in modo tale che tutti i
componenti del sistema abbiano una concentrazione stazionaria, nonostante al suo interno circoli della materia.

Modellizzazione dei sistemi (modello tossicocinetico su base fisiologica, modello su base farmacocinetica, modello
farmacocinetico su base fisiologica, modello su base biologica ecc.): modello astratto che utilizza il linguaggio matematico
per descrivere il comportamento di un sistema.

Tessuto bersaglio: tessuto nel quale si manifesta il principale effetto avverso del tossico.
Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.

Distribuzione tissutale: movimento reversibile di una sostanza chimica da un punto a un altro del corpo. La distribu-
zione tissutale puo essere studiata ricorrendo a dissezione, omogeneizzazione, combustione e conteggio in scintillazione
liquida di un organo oppure a autoradiografia qualitativa o quantitativa a corpo intero. Il primo metodo ¢ utile per
ottenere la concentrazione e la percentuale di recupero nei tessuti e nella carcassa degli stessi animali, ma puo fornire una
risoluzione insufficiente per tutti i tessuti e raggiungere un recupero globale che ¢ lungi dall'essere ideale (< 90 %). Cfr.
“autoradiografia”.

Thax: tempo necessario a raggiungere C ...

Tossicocinetica (farmacocinetica): studio dellassorbimento, della distribuzione, del metabolismo e dell'escrezione delle
sostanze chimiche, nel tempo.

Convalida dei modelli: processo destinato a valutare se un modello descriva convenientemente i dati tossicocinetici
disponibili. I modelli possono essere valutati attraverso la comparazione statistica o visiva delle loro predizioni con i valori
sperimentali, in funzione di una variabile indipendente comune (ad esempio il tempo). La portata della valutazione
deviessere giustificata in funzione dell'uso che si intende fare del modello.»

8) ¢ aggiunto il capitolo B52:

«B.52. TOSSICITA ACUTA PER INALAZIONE — METODO DELLA CLASSE DI TOSSICITA ACUTA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 436
(2009). La prima linea guida sulla tossicitd acuta per inalazione (TG n.403) ¢ stata adottata nel 1981 e
successivamente riveduta (cfr. capitolo B.2 del presente allegato) (1). Dopo I'adozione della revisione del metodo
della classe di tossicita acuta per via orale (capitolo B.1 ter del presente allegato) (5), si ¢ ritenuto opportuno
mettere a punto un metodo della classe di tossicita acuta per inalazione (2) (3) (4). Una valutazione retrospettiva
di questo metodo ne ha dimostrato I'idoneita ai fini della classificazione e delletichettatura (6). 1l metodo di
prova della classe di tossicita acuta per inalazione consente di classificare la tossicita della sostanza chimica in
esame mediante una serie di fasi in cui si saggiano concentrazioni fisse predeterminate. Sebbene la letalita sia
'endpoint fondamentale, gli animali che presentano segni di dolore e sofferenza gravi o morte imminente
devono essere sottoposti a ecutanasia per ridurne al minimo la sofferenza. 1l documento di orientamento
del!OCSE n. 19 (7) contiene indicazioni utili per riconoscere tali segni.

2. Nel documento d'orientamento sulle prove di tossicita acuta per inalazione (documento d’orientamento n. 39)
(8) figurano indicazioni sull'esecuzione e sull'interpretazione del presente metodo di prova.

3. Le definizioni usate nellambito del presente metodo di prova figurano nell'appendice 1 e nel documento di
orientamento n. 39 (8).

4. Questo metodo fornisce informazioni sulla pericolosita della sostanza esaminata, permettendone la classifica-
zione secondo il regolamento (CE) n. 1272/2008 per la classificazione delle sostanze chimiche che causano
tossicita acuta (9). Qualora sia necessario effettuare stime puntuali di valori di CLs;y o analisi della curva
concentrazione-risposta, il metodo piti adatto ¢ quello descritto nel capitolo B.2 del presente allegato (1). Per
ulteriori indicazioni sulla scelta del metodo di prova, consultare il documento di orientamento n. 39 (8). Questo
metodo di prova non ¢ specificamente destinato a testare materiali speciali come le materie isometriche o fibrose
poco solubili o i nanomateriali di sintesi.
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

5. Prima di eseguire una prova in base a questo metodo, il laboratorio deve considerare tutte le informazioni
disponibili sulla sostanza chimica in esame, ivi compresi gli studi esistenti i cui risultati concorrano ad escludere
la necessita di ulteriori prove, al fine di ricorrere il meno possibile all'impiego di animali. Tra le informazioni utili
per la scelta della specie, del ceppo, del sesso, della modalita di esposizione e delle concentrazioni pit adeguati,
rientrano lidentita, la struttura chimica e le proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, i risultati di
eventuali altre prove di tossicita in vitro o in vivo, I'impiego o gli impieghi previsti e potenziali per I'esposizione
umana, dati (Q)SAR e dati tossicologici disponibili in merito alle sostanze chimiche di struttura affine. Non si
deve utilizzare il presente metodo per saggiare concentrazioni che si prevede provochino dolore e sofferenza
gravi a causa di proprieta corrosive (') o fortemente irritanti (cfr. documento di orientamento n. 39) (8).

PRINCIPIO DELLA PROVA

6. Mediante un procedimento articolato in fasi successive che prevede un periodo di esposizione di 4 ore alla
sostanza in esame, si ricavano informazioni sulla sua tossicita acuta per inalazione sufficienti a consentirne la
classificazione. La durata dell'esposizione pud essere diversa se necessario a fini di legge. In ciascuna fase di prova
di una concentrazione prestabilita sono utilizzati 3 animali dello stesso sesso. In unzione del numero di animali
morti e/o moribondi, possono bastare 2 fasi per valutare la tossicita acuta della sostanza in esame. Se uno dei
due sessi ¢ pits sensibile dell’altro, si pud proseguire la prova solo con gli animali del sesso piti sensibile. L'esito di
una fase determina come proseguire nella fase successiva, nei seguenti termini:

a) non occorrono altre prove;
b) si sottopongono alla prova 3 animali di ciascun sesso; oppure

) si sottopongono alla prova 6 animali solo del sesso piu sensibile, ossia il limite inferiore della classe di
tossicita deve essere determinato in base a prove con 6 animali per gruppo di concentrazione in esame,
indipendentemente dal sesso.

7. Gli animali moribondi o che manifestano segni evidenti di dolore o di sofferenza grave e persistente devono
essere sottoposti a eutanasia e, ai fini dell'interpretazione dei risultati della prova, sono considerati alla stregua di
animali morti spontaneamente nel corso dell'esperimento. I criteri da applicare per decidere in merito all'euta-
nasia degli animali moribondi o in stato di grave sofferenza sono oggetto del documento di orientamento n. 19
(7), che contiene anche indicazioni su come riconoscere i segni di morte prevedibile o imminente.

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione delle specie animali

8. Si devono utilizzare animali adulti, giovani e sani appartenenti a ceppi comunemente usati in laboratorio. La
specie preferita ¢ il ratto. Occorre motivare I'eventuale scelta di un‘altra specie.

Preparazione degli animali

9. Le femmine devono essere nullipare e non gravide. Il giorno dell'esposizione, gli animali selezionati devono
essere giovani adulti di eta compresa tra 8 e 12 settimane, il cui peso corporeo non eccede + 20 % del peso
medio, per ciascun sesso, degli animali della stessa eta precedentemente esposti. Gli animali sono scelti a caso e
marcati individualmente per poterli identificare. Affinché si acclimatino alle condizioni di laboratorio, devono
essere lasciati nelle gabbie per almeno 5 giorni prima dell'inizio della prova e, poco prima della prova, vanno
anche acclimatati alle apparecchiature utilizzate per le prove, per attenuare la tensione causata dal nuovo
ambiente.

Allevamento degli animali

10. La temperatura dello stabulario deve essere di 22 * 3 °C. L'umidita relativa va idealmente mantenuta tra 30 % e
70 %, anche se cio potrebbe non essere possibile quando si utilizza I'acqua come veicolo. Prima e dopo
I'esposizione, gli animali sono generalmente tenuti in gabbia, suddivisi per sesso e concentrazione, ma il numero
di animali per gabbia non deve interferire con unagevole osservazione di ogni singolo animale e deve ridurre al
minimo le perdite dovute a cannibalismo e combattimenti. Se I'esposizione avviene unicamente per via nasale,
potrebbe essere necessario abituarli ai dispositivi di contenzione, che non dovrebbero provocare agli animali
eccessivi stress fisici, termici o dinamici. La contenzione puo incidere sui parametri fisiologici, come la tempe-
ratura corporea (ipertermia) efo il volume respiratorio al minuto. Se si dispone di dati generici che dimostrano
che nessuna di queste alterazioni avviene a un livello apprezzabile, il periodo di acclimatamento ai dispositivi di
contenzione non ¢ necessario. Gli animali esposti “a corpo intero” ad un aerosol devono essere stabulati
separatamente per la durata dell'esposizione per evitare che l'acrosol filtri attraverso il pelo degli altri animali

(') La valutazione della corrosivita pud fondarsi sul parere di esperti che tenga conto di dati sperimentali sull'uomo e su animali, dati (in
vitro) esistenti (ad esempio capitolo B.40 (10) e B.40 bis (11) del presente allegato, oppure linea guida OCSE n. 435 (12), valori del pH,
informazioni concernenti sostanze simili od ogni altro dato pertinente.
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presenti nella gabbia. Salvo nei periodi di esposizione, gli animali possono essere nutriti in base a diete
convenzionali e certificate da laboratorio, accompagnate da acqua potabile a volonta. L'illuminazione deve essere
artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita.

Camere di inalazione

11. La scelta della camera di inalazione dipende dalla natura della sostanza chimica in esame e dalla finalita della
prova. Il metodo preferito di esposizione ¢ quello per via nasale (con cui s'intende l'esposizione unicamente della
testa, del naso o del muso). Di norma si predilige 'esposizione per via nasale per gli studi di aerosol liquidi o
solidi e di vapori che si possono condensare sotto forma di aerosol. L'esposizione del corpo intero pud essere
pitt indicata per conseguire obiettivi di studio particolari, ma tale scelta deve essere giustificata nella relazione
sullo studio. Per garantire la stabilita atmosferica di una camera di esposizione del corpo intero, il volume
complessivo degli animali sottoposti alla prova non deve superare il 5 % del volume della camera. Il documento
orientativo 39 (8) descrive i principi delle tecniche di esposizione del corpo intero e per sola via nasale, nonché i
relativi vantaggi e svantaggi.

CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Somministrazione delle concentrazioni

12. Si raccomanda un’esposizione della durata fissa di quattro ore, escludendo il tempo di equilibrazione. Per
esigenze specifiche puo essere necessario ricorrere ad altri tempi di esposizione, nel qual caso occorre fornire
una giustificazione nella relazione sullo studio (cfr. documento di orientamento n. 39) (8). Gli animali esposti in
camere “a corpo intero” devono essere stabulati individualmente per evitare che gli animali coabitanti ingeriscano
la sostanza in esame pulendosi reciprocamente il mantello. Durante il periodo di esposizione l'alimentazione va
sospesa. Nel corso dell'esposizione “a corpo intero” si pud continuare a somministrare acqua.

13. Gli animali sono esposti alla sostanza in esame sotto forma di gas, vapore, aerosol o una loro miscela. Lo stato
fisico da saggiare dipende dalle proprieta fisico-chimiche della sostanza in esame, dalla concentrazione prescelta
elo dalla forma fisica nella quale ¢ pitt probabile che essa si presenti nel corso della sua manipolazione e del suo
utilizzo. Le sostanze igroscopiche e reattive dal punto di vista chimico devono essere saggiate in atmosfera secca.
Prestare attenzione ad evitare concentrazioni esplosive.

Distribuzione granulometrica

14. La granulometria deve essere effettuata per tutti gli acrosol e i vapori che potrebbero condensarsi e formare
aerosol. Per consentire I'esposizione di tutte le zone pertinenti delle vie respiratorie, si raccomanda di utilizzare
aerosol con diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) da 1 a 4 pm con una deviazione standard
geometrica (og) compresa tra 1,5 e 3,0 (8) (13) (14). Occorre fare quanto possibile per rispettare queste
condizioni, ma qualora non ci si riuscisse ¢ necessario presentare il parere di un esperto. Ad esempio, le
particelle dei fumi metallici possono essere pitt piccole del limite inferiore sopraindicato, e le particelle caricate,
le fibre e il materiale igroscopico (le cui dimensioni aumentano nellambiente umido delle vie respiratorie)
possono oltrepassare il limite superiore.

Preparazione della sostanza in esame in un veicolo

15. Per ottenere la concentrazione e la granulometria adeguate della sostanza in esame nell'atmosfera si puo
utilizzare un veicolo. Di norma ¢ preferibile utilizzare 'acqua. Per ottenere la distribuzione granulometrica
desiderata il materiale particellato puo essere sottoposto a processi meccanici, avendo perd cura di non decom-
porre o alterare la sostanza in esame. Se si ritiene che i processi meccanici abbiano provocato alterazioni (ad
esempio, a causa delle alte temperature generate dalla frizione durante una macinazione eccessiva), si deve
analizzare la composizione chimica della sostanza in esame. Prestare particolare attenzione a non contaminare
la sostanza in esame. Non ¢ necessario saggiare le sostanze granulari non friabili, appositamente concepite per
non poter essere inalate. Per dimostrare che la manipolazione del materiale granulare non produce particelle
respirabili, effettuare una prova di logorio per attrito. Se questa produce particelle respirabili, effettuare una prova
di tossicita per inalazione.

Animali di controllo

16. Non ¢ necessario un gruppo di controllo negativo (aria) in parallelo. Se per produrre I'atmosfera di prova si
utilizza un veicolo diverso dallacqua, ¢ necessario allestire un gruppo di controllo del veicolo solo se non si
dispone di dati storici sulla tossicita. Se lo studio di tossicita di una sostanza in esame incorporata in un veicolo
non rivela alcuna tossicita, significa che il veicolo non ¢ tossico alla concentrazione saggiata e pertanto non ¢
necessario allestire un gruppo di controllo del veicolo.

MONITORAGGIO DELLE CONDIZIONI DI ESPOSIZIONE
Flusso d’aria nella camera di esposizione

17. Durante ogni esposizione ¢ necessario regolare attentamente, monitorare in continuo e registrare almeno una
volta l'ora il flusso d'aria nella camera. Il monitoraggio della concentrazione (o stabilita) dellatmosfera di prova
costituisce una misura permanente di tutti i parametri dinamici e un modo indiretto di controllare tutti quelli
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che regolano la produzione dell'atmosfera di prova. Si fara il possibile, nelle camere d’esposizione unicamente
per via nasale, per evitare la reinalazione qualora il flusso d’aria attraverso il sistema di esposizione non sia in
grado di produrre una circolazione dinamica dell'atmosfera che contiene la sostanza in esame. Esistono meto-
dologie specifiche a cui si puo ricorrere per dimostrare l'assenza di reinalazione nelle condizioni sperimentali
prescelte (8) (15). La concentrazione di ossigeno deve essere pari ad almeno il 19 % e la concentrazione di
biossido di carbonio non deve superare I'l %. Qualora si ritenga di non rispettare queste concentrazioni, ¢
necessario misurarle.

Temperatura e umidita relativa della camera

18. La temperatura della camera deve essere mantenuta a 22 * 3 °C. Sia nel caso delle esposizioni unicamente per via
nasale che per le esposizioni del corpo intero, I'umidita relativa nella zona in cui respira I'animale ¢ monitorata e
registrata almeno tre volte per le prove che durano fino a 4 ore, oppure una volta l'ora per le prove pil brevi.
L'umidita relativa dovrebbe idealmente essere mantenuta tra 30 % e 70 % ma pud accadere che questi valori non
siano raggiungibili (ad esempio, quando si studiano miscele acquose) o che non possa essere misurata per via
delle interferenze della sostanza con il metodo di prova.

Concentrazione nominale della sostanza chimica in esame

19. Laddove possibile, si deve calcolare e registrare la concentrazione nominale nella camera di esposizione. La
concentrazione nominale ¢ data dalla divisione della massa della sostanza in esame generata per il volume totale
di aria circolata nella camera. La concentrazione nominale non serve a caratterizzare I'esposizione degli animali,
ma un confronto tra la concentrazione nominale e la concentrazione reale da un’indicazione dell’efficacia del
sistema di prova quanto alla sua capacita di generazione e puo essere utile per individuare eventuali problemi a
questo livello.

Concentrazione reale della sostanza chimica in esame

20. La concentrazione reale ¢ la concentrazione della sostanza in esame nella zona della camera di inalazione in cui
gli animali respirano. Le concentrazioni reali possono essere determinate con metodi specifici (ad esempio
campionamento diretto, metodi di adsorbimento o di reazione chimica, e successiva caratterizzazione analitica)
o con metodi non specifici, come l'analisi gravimetrica mediante filtrazione. Il ricorso all'analisi gravimetrica &
ammissibile solo per gli aerosol di polveri che contengono un unico componente o per gli aerosol di liquidi
poco volatili e deve fondarsi su opportune caratterizzazioni specifiche della sostanza in esame effettuate prima
dello studio in corso. E possibile ricorrere all'analisi gravimetrica anche per determinare la concentrazione di un
aerosol di polveri con vari componenti, ma in tal caso sono necessari dati analitici che dimostrino che la
composizione del prodotto in sospensione nell'aria ¢ analoga a quella del prodotto di partenza. In assenza di
questi dati, puo essere necessario rianalizzare periodicamente la sostanza in esame (idealmente in sospensione
nell'aria) durante lo studio. Per gli agenti aerosolizzati che possono evaporare o sublimarsi, occorre dimostrare
che tutte le fasi sono state raccolte con il metodo prescelto. Le concentrazioni bersaglio, nominali e reali devono
essere riportate nella relazione, ma nell'analisi statistica per calcolare i valori delle concentrazioni letali sono
utilizzate solo le concentrazioni reali.

21. Si utilizza, se possibile, un unico lotto della sostanza in esame e il campione allo studio va conservato in
condizioni che ne mantengano la purezza, 'omogeneita e la stabilita. Prima di iniziare lo studio, occorre
caratterizzare la sostanza in esame, valutandone anche la purezza e, se tecnicamente fattibile, Iidentita e le
quantita dei contaminanti e delle impurita individuati. A tal fine occorre conoscere quanto meno i dati seguenti:
tempo di ritenzione e relativa area del picco, peso molecolare risultante dalla spettroscopia di massa o dalla
gascromatografia, oppure altre stime. Il laboratorio che effettua la prova non & responsabile dell'identita del
campione in esame, tuttavia, per precauzione, ¢ consigliabile che confermi almeno una parte delle caratteristiche
fornite dallo sponsor (colore, natura fisica ecc.).

22. L'atmosfera di esposizione ¢ mantenuta il pili costante possibile ¢ monitorata in continuo efo in modo inter-
mittente secondo il metodo di analisi. Quando si procede ad un campionamento intermittente, in uno studio di
quattro ore si devono raccogliere campioni dell'atmosfera della camera almeno due volte. Se cid6 non ¢ possibile,
per via di limitazioni inerenti al flusso d’aria o delle basse concentrazioni, ¢ possibile prelevare un solo campione
nell'intero periodo di esposizione. Se si osservano evidenti fluttuazioni da un campione all’altro, per le concen-
trazioni successive si devono prelevare quattro campioni per esposizione. La concentrazione dei singoli campioni
prelevati nella camera non deve deviare dalla concentrazione media della camera piu del £ 10 %, nel caso di gas
e vapori, o * 20 % nel caso degli aerosol liquidi o solidi. Occorre calcolare e prender nota del tempo necessario
affinché la camera di esposizione raggiunga l'equilibrio (tgs). La durata di un'esposizione corrisponde al tempo in
cui la sostanza in esame viene generata, ivi compreso il tempo necessario per raggiungere tgs. Il documento di
orientamento n. 39 (8) contiene indicazioni per la stima di tos.

23. Per miscele molto complesse costituite da gas o vapori e da aerosol (ad esempio, atmosfere di combustione e
sostanze chimiche generate per propulsione da appositi prodotti/dispositivi finali), ogni fase pud comportarsi
diversamente nella camera di inalazione. Per ciascuna fase (gas/vapore e aerosol) occorre pertanto scegliere
almeno una sostanza indicatrice (analita), normalmente il principio attivo principale della miscela. Quando la
sostanza chimica in esame ¢ una miscela, nella relazione dovra essere indicata la concentrazione analitica
corrispondente alla miscela e non solo quella del principio attivo o del componente in esame (analita). Infor-
mazioni aggiuntive sulle concentrazioni effettive sono reperibili nel documento di orientamento n. 39 (8).
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Granulometria della sostanza chimica in esame

24. La distribuzione granulometrica degli aerosol deve essere determinata almeno due volte nel corso di ciascuna
esposizione di 4 ore, utilizzando un impattore a cascata o un altro strumento, come uno spettrometro per la
misura delle dimensioni aerodinamiche delle particelle. Se i risultati ottenuti con l'impattore a cascata e con
l'altro strumento risultano equivalenti, questultimo pud essere utilizzato nel corso dell'intero studio. Per con-
fermare lefficienza di estrazione dello strumento principale, occorre utilizzare parallelamente un secondo stru-
mento, come un filtro gravimetrico o un impinger/gorgogliatore. La concentrazione massica ottenuta dall'analisi
granulometrica deve avvicinarsi, con scarti ragionevoli, a quella ottenuta con l'analisi su filtri [cfr. documento di
orientamento n. 39 (8)]. Se questa equivalenza viene stabilita nella fase iniziale dello studio, non ¢ necessario
effettuare ulteriori misure di conferma. Per il benessere degli animali occorre ridurre il pitt possibile i dati non
conclusivi che potrebbero comportare la necessita di ripetere un’esposizione. E necessario effettuare un’analisi
granulometrica nel caso di vapori che rischiano di condensarsi e formare aerosol o se si rilevano particelle in
un’atmosfera di vapori che si presume possano formare fasi miste (cfr. paragrafo 14).

PROCEDURA
Prova principale

25. In ogni fase si utilizzano tre animali di ciascun sesso, oppure sei animali del sesso pit sensibile. Se per
I'esposizione solo per via nasale s'impiegano specie di roditori diverse dai ratti, ¢ possibile adeguare la durata
massima d’esposizione per ridurre al minimo lo stress tollerato dalla specie in causa. Come dose iniziale si sceglie
quella tra le quattro concentrazioni fisse che ha la maggior probabilita di produrre effetti tossici in alcuni degli
animali esposti. Gli schemi di prova per i gas, i vapori e gli aerosol (che figurano nelle appendici da 2 a 4)
rappresentano il procedimento da seguire in funzione dei valori limite delle categorie CLP da 1a 4 (9) stabilite
per i gas (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4 h) (appendice 2), per i vapori (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4 h) (appendice 3)
e per gli aerosol (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4 h) (appendice 4). La categoria 5, che non ¢ prevista dal regolamento (CE)
n.1272/2008 (regolamento CLP) (9) si riferisce alle concentrazioni al di sopra del relativo limite. Ad ogni
concentrazione iniziale si applica lo schema di prova corrispondente. Il modus operandi consiste nel seguire le
frecce indicate negli schemi in funzione del numero di animali sottoposti a eutanasia o morti spontaneamente,
fino a poter stabilire una categoria.

26. Lintervallo di tempo tra l'esposizione dei vari gruppi ¢ determinato dalla comparsa, dalla durata e dalla gravita
dei segni di tossicita rilevati. Si espongono animali al livello di concentrazione superiore solo quando si ha la
ragionevole certezza che i precedenti animali esposti sono sopravvissuti. Si consiglia di far trascorrere tre o
quattro giorni tra le esposizioni per consentire 'osservazione di eventuali segni di tossicita tardiva. L'intervallo di
tempo puo essere modificato secondo necessita, ad esempio in caso di risposte non conclusive.

Prova limite

27. Un prova limite viene effettuata quando si sa per certo o si prevede che la sostanza in esame & praticamente non
tossica, ossia che determinera una reazione di tossicita solo al di sopra della concentrazione limite autorizzata. Le
informazioni sulla tossicita della sostanza in esame possono essere ricavate da prove gia realizzate con sostanze
o miscele simili, tenendo conto dell'identita e della percentuale dei componenti dei quali & nota la rilevanza
tossicologica. Se le informazioni sulla tossicita della sostanza in esame sono scarse o nulle, o se ci si attende che
sia tossica, ¢ necessario eseguire la prova principale (per ulteriori indicazioni, cfr. documento di orientamento
n. 39) (8).

28. Seguendo il procedimento normale, la prova limite del presente metodo di prova consiste nellesporre tre animali
di ciascun sesso, o sei animali del sesso piu sensibile, alle concentrazioni di 20 000 ppm per i gas, 20 mg/l per i
vapori e 5 mgfl per le polveri/nebbie, se raggiungibili. Per le prove con aerosol, I'obiettivo principale ¢ ottenere
particelle di dimensioni respirabili (ossia DAMM da 1 a 4 pm), il che ¢ possibile con la maggior parte delle
sostanze testate a una concentrazione di 2 mg/l. Le prove con acrosol a concentrazioni superiori a 2 mg/l sono
eseguite solo se si ¢ riusciti a generare particelle di dimensioni respirabili (cfr. documento di orientamento n. 39)
(8). Per ragioni legate al benessere degli animali, il sistema GHS (16) sconsiglia di testare concentrazioni superiori
alla concentrazione limite. Per quanto concerne la sperimentazione in relazione alla categoria 5 del sistema GHS
(16), non prevista dal regolamento (CE) n. 1272/2008 (9), va considerata solo se ¢ altamente probabile che i
risultati abbiano una pertinenza diretta con la protezione della salute umana e occorre darne giustificazione nella
relazione. Nel caso di sostanze potenzialmente esplosive si devono adottare precauzioni per evitare condizioni
che favoriscano un’esplosione. Per evitare il ricorso inutile ad animali, occorre effettuare una prova senza animali
prima della prova limite, per accertarsi che sia possibile ottenere le condizioni per questultima nella camera.

OSSERVAZIONI

29. Durante il periodo di esposizione & necessario eseguire frequenti esami clinici degli animali. Dopo l'esposizione,
'esame clinico va effettuato almeno due volte il giorno stesso dell'esposizione, o pilt spesso a seconda della
risposta degli animali al trattamento, e almeno una volta al giorno nei successivi 14 giorni. Il periodo di
osservazione non ha durata fissa, in quanto dipende dalla natura dei segni clinici, dal momento della loro
comparsa e dalla durata del periodo di recupero. Un elemento importante ¢ rappresentato dal momento della
comparsa e della scomparsa dei segni di tossicita, soprattutto se negli animali ¢ rilevabile una tendenza a
manifestare segni di tossicita tardiva. Tutte le osservazioni vanno registrate sistematicamente e riportate singo-
larmente per ciascun animale. Gli animali moribondi o che manifestano dolore intenso efo segni di sofferenza
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grave e persistente devono essere sottoposti a eutanasia, per ragioni legate al loro benessere. Occorre fare
attenzione, quando si effettua I'esame clinico alla ricerca di segni di tossicita, a non confondere un cattivo
aspetto iniziale e alterazioni respiratorie passeggere, imputabili al procedimento di esposizione, con gli effetti
dell'esposizione vera e propria. Si devono tenere in considerazione i principi e i criteri riassunti nel documento di
orientamento OCSE citato in bibliografia al punto (7). Nel caso di animali sottoposti a eutanasia o rinvenuti
morti, il momento del decesso deve essere registrato con la massima precisione possibile.

30. Si osserveranno eventuali alterazioni della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose, del sistema respiratorio e
circolatorio, del sistema nervoso autonomo e centrale, dellattivita e del comportamento somatomotori. Si
annotera, laddove possibile, 'eventuale differenziazione tra gli effetti locali e sistemici. Particolare attenzione
deve essere rivolta all'osservazione di tremori, convulsioni, salivazione, diarrea, letargia, sonno e coma. La misura
della temperatura rettale pud corroborare una bradipnea riflessa o un’ipofipertermia causate dall'esposizione o
dalla reclusione.

Peso corporeo

31. 1l peso di ciascun animale ¢ rilevato e annotato una volta durante il periodo di acclimatazione, il giorno
dell'esposizione, prima che questa abbia inizio (giorno 0), e almeno nei giorni 1, 3 e 7 (e successivamente
una volta la settimana), cosi come al momento del decesso o dell'eutanasia, se posteriore al giorno 1. Il peso
corporeo ¢ manifestamente uno dei primi indici di tossicita e gli animali che mostrano un calo ponderale > 20 %
rispetto al peso anteriore allo studio devono essere osservati attentamente. Alla fine del periodo post esposizione
si pesano e si sottopongono a eutanasia gli animali sopravvissuti.

Patologia

32. Tutti gli animali utilizzati (compresi quelli che muoiono nel corso della prova o che sono sottoposti a eutanasia
e ritirati dallo studio per motivi legati al loro benessere) devono essere sottoposti a necroscopia macroscopica. Se
non ¢ possibile eseguire la necroscopia subito dopo il rilevamento del decesso, I'animale deve essere refrigerato
(non congelato) ad una temperatura sufficientemente bassa da rallentare I'autolisi. La necroscopia va effettuata il
pitt rapidamente possibile, di norma entro uno o due giorni dal decesso, annotando per ogni animale tutte le
alterazioni patologiche macroscopiche, con particolare attenzione a quelle delle vie respiratorie.

33. E possibile effettuare altri esami previamente inclusi nel disegno sperimentale, per ampliare il valore interpre-
tativo dello studio, quali, ad esempio, la determinazione del peso polmonare nei ratti sopravvissuti efo la ricerca,
per esame microscopico, di irritazioni delle vie respiratorie. Si possono anche esaminare gli organi che mostrano
macropatologie negli animali che sopravvivono piti di 24 ore, cosi come gli organi di cui si ha la certezza o il
sospetto che siano stati colpiti. L'esame microscopico dellintero apparato respiratorio puo fornire informazioni
utili sulle sostanze in esame che reagiscono con l'acqua, come gli acidi e le sostanze chimiche igroscopiche.
DATI E RELAZIONE
Dati

34. Si devono indicare il peso corporeo e i risultati della necroscopia per ciascun animale. I dati degli esami clinici
devono essere riassunti in una tabella indicante, per ogni gruppo sottoposto alla prova, il numero di animali
utilizzati, il numero di animali che hanno manifestato segni specifici di tossicita, il numero di animali rinvenuti
morti durante la prova o sottoposti a eutanasia, il momento del decesso di ciascun animale, la descrizione degli
effetti tossici con indicazioni sul decorso e sulla reversibilita, e l'esito della necroscopia.

Relazione sulla prova

35. La relazione deve contenere le seguenti informazioni, a seconda dei casi:
Animali sperimentali e condizioni di allevamento:

— descrizione delle condizioni di stabulazione, tra cui: numero (o modifica del numero) di animali per gabbia,
materiale utilizzato per la lettiera, temperatura ambiente e umidita relativa, fotoperiodo e dieta,

— specie[ceppo utilizzati e giustificazione dellimpiego di specie diverse dal ratto,

— numero, eta e sesso degli animali,

— metodo di randomizzazione,

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua (compresi tipo/origine della dieta e origine dell'acqua),

— descrizione dell'eventuale condizionamento prima della prova, in particolare per quanto concerne dieta,
quarantena e terapie.
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Sostanza chimica in esame:

— natura fisica, purezza e, se del caso, proprieta fisico-chimiche pertinenti (compresa I'isomerizzazione),
— dati di identificazione e numero CAS, se noto.

Veicolo:

— motivazione dell'utilizzo di un veicolo e giustificazione della scelta del veicolo utilizzato (se diverso dall'ac-
qua),

— dati storici o paralleli che dimostrano che il veicolo non interferisce con i risultati dello studio.
Camera di inalazione:
— descrizione della camera di inalazione, che includa le dimensioni e il volume,

— provenienza e descrizione delle apparecchiature utilizzate per I'esposizione degli animali e per la generazione
dell'atmosfera,

— apparecchi di misurazione della temperatura, dell'umidita, della granulometria e della concentrazione reale,
— fonte dell'aria, trattamento dell'aria immessa/estratta e sistema di climatizzazione utilizzato,

— metodi utilizzati per tarare I'apparecchiatura al fine di garantire 'omogeneita dell'atmosfera di prova,

— differenza di pressione (positiva o negativa),

— bocchette di esposizione per camera (unicamente via nasale); ubicazione degli animali nel sistema (camera di
esposizione “a corpo intero”),

— omogeneita/stabilita nel tempo dell'atmosfera di prova,

— ubicazione dei sensori termometrici e igrometrici e dei punti di campionamento dell'atmosfera di prova nella
camera,

— velocita del flusso d'aria, velocita del flusso d’aria in ogni bocchetta di esposizione (“a naso solo”) o rapporto
tra il volume occupato dagli animali e il volume della camera (“a corpo intero”),

— informazioni sullapparecchiatura utilizzata per misurare l'ossigeno e il diossido di carbonio, se applicabile,
— tempo necessario per raggiungere I'equilibrio nella camera (tqs),

— numero di cambi di volume per ora,

— dosatori (se applicabile).

Dati sull'esposizione:

— giustificazione della scelta della concentrazione bersaglio dello studio principale,

— concentrazioni nominali (ottenute dividendo la massa della sostanza in esame immessa nella camera d'ina-
lazione per il volume dell'aria fatta circolare nella camera),

— concentrazioni reali ottenute nella zona in cui respirano gli animali; per le miscele in esame che producono
forme fisiche eterogenee (gas, vapori, aerosol), si pud analizzare separatamente ciascuna di esse,

— esprimere le concentrazioni atmosferiche in unita di massa (ad esempio, mg/l, mg/m® ecc), indicando
facoltativamente tra parentesi le unita di volume (ad esempio, ppm, ppb),

— distribuzione granulometrica, diametro aerodinamico mediano di massa (DAMM) e deviazione standard
geometrica (o), con relativi metodi di calcolo. Devono essere indicate anche le singole analisi granulome-
triche.

— 128 —E
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Condizioni sperimentali:

— ragguagli sulla preparazione della sostanza chimica in esame, precisando le eventuali procedure impiegate per
ridurre la granulometria delle sostanze solide o per preparare soluzioni della sostanza in esame. Qualora i
processi meccanici abbiano alterato la composizione della sostanza, includere i risultati delle analisi eseguite
per verificare la composizione,

— descrizione (di preferenza corredata di uno schema) dellapparecchiatura utilizzata per generare I'atmosfera
sperimentale e per esporvi gli animali,

— ragguagli sul metodo d'analisi chimica impiegato e sulla validazione di tale metodo (specificando l'efficienza
di recupero della sostanza in esame dal mezzo campionato),

— giustificazione della scelta delle concentrazioni sperimentali.
Risultati:

— tabella con la temperatura, l'umidita e il flusso d'aria nella camera,
— tabella con le concentrazioni nominali e reali nella camera,

— tabella con i dati granulometrici, ivi compresi i dati analitici sul campionamento, sulla distribuzione granu-
lometrica e i calcoli del DAMM e della o,

— tabella con risposta e livello di concentrazione per ciascun animale (vale a dire animali che manifestano segni
di tossicita, mortalita compresa, natura, gravita e durata degli effetti),

— peso corporeo di ciascun animale registrato nei giorni in cui si € svolto lo studio, precisando la data e l'ora
del decesso, se anteriore alleutanasia programmata; momento della comparsa dei segni di tossicita, loro
decorso ed eventuale reversibilita, per ciascun animale,

— reperti necroscopici ed eventuali reperti istopatologici per ciascun animale,
— categoria nel sistema CLP e valore limite della CLsj,.
Discussione e interpretazione dei risultati:

— dare particolare importanza alla descrizione dei metodi impiegati per soddisfare i criteri del presente metodo
di prova, ad esempio per quanto concerne la concentrazione limite o la granulometria,

— esaminare la respirabilita delle particelle alla luce dei risultati complessivi, in special modo se i criteri
granulometrici non sono stati soddisfatti,

— tenere conto, nella valutazione globale dello studio, della coerenza dei metodi utilizzati per determinare le
concentrazioni nominali e reali e considerare il rapporto tra di esse,

— considerare la causa probabile di decesso e il meccanismo dazione prevalente (sistemico o locale),

— spiegare perché ¢ stato necessario sottoporre ad eutanasia animali che manifestavano dolore intenso efo segni
di sofferenza grave e persistente, in base ai criteri illustrati nel documento di orientamento dellOCSE citato
in bibliografia al punto (7).
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.
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Appendice 2

Procedimento da seguire per i gas in funzione della concentrazione iniziale (ppm/4 h)

Osservazioni generali (1)

Nella presente appendice ¢ schematizzato il procedimento da seguire per ciascuna concentrazione iniziale.
Appendice 2a: concentrazione iniziale di 100 ppm

Appendice 2b: concentrazione iniziale di 500 ppm

Appendice 2c: concentrazione iniziale di 2 500 ppm

Appendice 2d: concentrazione iniziale di 20 000 ppm

Il procedimento segue le frecce indicate, in funzione del numero di animali sottoposti a eutanasia o morti spontanea-
mente.

(") Le tabelle seguenti fanno riferimento al sistema GHS (Sistema mondiale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze
chimiche). L'equivalente nell'Unione europea ¢ il regolamento (CE) n. 1272/2008 (9), che non prevede la categoria 5 per la tossicita
acuta per inalazione.
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Appendice 2a

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 100 ppm/4 h per i gas

100 ppm 500 ppm —p{ 2500 ppm 20000 ppm
3 animali 3 animali 3 animali 3 animali
sesso 1 sesso 1 sesso 1 sesso 1

— | — —

3 animali 3 animali 3 animali

sesso 2 sesso 2 sesso 2

| | e | | e 23 o f

r
GHS
Gas BN
(ppm) 0
—
]
[ alro |

h A i
Limite
Clsg 100 500 1600 2500 20000 50000 ©
Ppm

— 3 d + 3¢, 06 animali del sesso piu sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— oo: senza classificazione

— Prove a = 20000 ppm/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 2b

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 500 ppm/4h per i gas

3 animali || ' 3 animali ‘ 3 animali
sesso 1 sesso 1 || sesso 1

|

. |
3 animali | imali 3 animali | 3 animali
sesso 2 | sesso 2 sesso 2

sz

— 3 d + 3¢, 06 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— eo: senza classificazione

— Prove a = 20000 ppm/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 2¢

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 2 500 ppm/4h per i gas

|

3 animali
sesso 1

3 animali
sesso 1

3 animali
sesso 1

3 animali
| sesso 2

3 animali |
sesso 1

3 animali
sesso 2

3 animali |
sesso 2

3 animali
sesso 2

GHS
Gas
(ppm)

Limite

o S8
Sles PP |-' 100 500 | 1500 2500 20000 50000 ®

— 3 d + 3 ¢, 06 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— eo! senza classificazione

— Prove a = 20000 ppm/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 2d

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 20 000 ppm/4h per i gas

100 ppm — 500 ppm - 2500 ppm e 20000 ppm
3 animali 3 animali 3 animali 3 animali
sesso 1 sesso 1 sesso 1 sesso 1
—
3 animali 3 animali 3 animali 3 animali
sesso 2 5ess0 2 sesso 2 sesso 2

-
W

A | =
] ] |

58 3-4
(a 2500) a (5000)

- — 1 i
G Cat. 2 Categoria 3 | Categoria4 | Categoria 5
(ppm) |>100500 |  >500-2500 | >2500-20000 | >20000-50000
Limite
o 500 | 1500 2500 20000 50000 P

— 3 d + 3 ¢, 0 6 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— oo! senza classificazione

— Prove a = 20000 ppm/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 3

Procedimento da seguire per i vapori in funzione della concentrazione iniziale (mg/l/4 h)

Osservazioni generali (1)

Nella presente appendice ¢ schematizzato il procedimento da seguire per ciascuna concentrazione iniziale.

Appendice 3a:
Appendice 3b:
Appendice 3c:
Appendice 3d:

1
1

concentrazione iniziale 0,5 mg/
concentrazione iniziale 2,0 mg/
concentrazione iniziale 10 mg/l

concentrazione iniziale 20 mg/l

Il procedimento segue le frecce indicate, in funzione del numero di animali sottoposti a eutanasia o morti spontanea-

mente.

(") Le tabelle seguenti fanno riferimento al sistema GHS (Sistema mondiale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze
chimiche). L'equivalente nell'Unione europea ¢ il regolamento (CE) n. 12722008 (9), che non prevede la categoria 5 per la tossicita
acuta per inalazione.
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Appendice 3a

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 0,5 mg[L/4h per i vapori

ex 1 |
3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 ! sex 2 sex 2
3-6_' 0-2 | 3-6_” 0-2 ! I 3-ﬂ| 0-2 ! 5-5 ||3-a]f1-2]]o-0

GHS
Vapori
(mg/)

N | G

Limite

Clsg 0.05 0.5

ppm

al°

2 2.5 5 110 20 50

-3d + 3¢ 06 animali del sesso piu sensibile saggiati per fase
- 0-8: numerc di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
- GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

- oo senza classificazione

- Prove a 50 mg/L/h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 3b

Tossicita Acuta per Inalazione:

Procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 2 mg/L/4h per i vapori

0.5 mg !
3 animali 3 animali
sesso 1 58550 1
3 animali 3 animali
58550 2 sess0 2

1 36 J] o-2 |I] 3-5 |

2 mg

3 animali
sesso 1

] L
GHS A A A r r L
Vapori Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Cat. 4 Cat. 5
(mg/)) < 0.5 >0.5-2 >2-10 >10 -20 > 20 - 50 w
A r r h
gmll-
pp".‘.? 0.05 0.5 20 50 0

— 3d + 3¢, 06 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— eo; senza classificazione

— Prove a 50 mg/U4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 3¢

Tossicita Acuta per Inalazione:

Procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 10 mg/L/4h per i vapori

| 5 2 mg/L

3 animals 3 animals
sex 1 sex 1

3 animals 3 animals
sex 2 sex 2

Vapou Category 1
rs <05

3 animals

3 animals
sex 1

3 animals

3 animals

— 3 d + 3 g, o 6 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— oo. senza classificazione

— Prove a 50 mg/L/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 3d

Tossicita Acuta per Inalazione:

Procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 20 mg/L/4h per i vapori

hd

0.5 gL 2 mg/l 10 rmgil 20 mgfL
3 animali 3 animali 3 animali 3 animali
sesso 1 56550 1 sesso 1 sesso 1

3 animali 3 animali 3 anima
sesso 2 sessg 2 sesso 2

3 animali
sessg 2

|[EETE | E | | E
L L w -
GHs, | Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Cat. 4] Cat. 5
;’:g;;' < 0.5 >0.5-2 >2-10 =10 - 20> 20 - 50 o0
e E‘;ai

A N r w A 4
B Io.osl u.sI 1.5 l 2 | 2,5 | 5 |1u 20' soI °°|
ppm

— 3 d + 3¢, 06 animali del sesso piu sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— eo! senza classlificazione

— Prove a 50 mg/L/dh: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 4

Procedimento da seguire per gli aerosol in funzione della concentrazione iniziale (mg/l/4 h)

Osservazioni generali (1)

Nella presente appendice ¢ schematizzato il procedimento da seguire per ciascuna concentrazione iniziale.
Appendice 4a: concentrazione iniziale 0,05 mg/l

Appendice 4b: concentrazione iniziale 0,5 mg|l

Appendice 4c: concentrazione iniziale 1 mg/l

Appendice 4d: concentrazione iniziale 5 mg/l

Il procedimento segue le frecce indicate, in funzione del numero di animali sottoposti a eutanasia o morti spontanea-
mente.

(") Le tabelle seguenti fanno riferimento al sistema GHS (Sistema mondiale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze
chimiche). L'equivalente nell'Unione europea ¢ il regolamento (CE) n. 1272/2008 (9), che non prevede la categoria 5 per la tossicita
acuta per inalazione.
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Appendice 4a

Tossicita Acuta per Inalazione:

Procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 0.05 mg/L/4h per i vapori

3 animali
sesso 1
3 animali
58550 2

3 animali
sesso 1

3 animali
56850 2

3 al
sesso 1

3 animali
$6880 2

1
m 45{a 0.5) f 3(a 0.5) 34 (a 5)

Limite

gm |o.os|n.1zs| n.zsl n.sl 1 | 2 2.5| 5 | 125' wl

— 3 d +3 g 06 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi 0 morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sistena mondiale armonizzato di classificazione

— oo senza classificazione

— Prove a12.5 mg/L/ah: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 4b

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 0,5 mg/L/4h per gli aerosol

3350 1 @550 1 38550 1 gss0 1
3 animali 3 animali
sesso sesso sesso asso

]
oo Freos]eos ]

i’ [ons[ons[os] ws] 1] z]zs] s | 2s] ol

— 3 d + 3 g, o6 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o mortifconcentrazione saggiata
— GHS: Sisterna mondiale armonizzato di classificazione

— oo senza classificazione

— Prove a 12.5 mg/LU/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 4c

Tossicita acuta per inalazione:

procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 1 mg/L/4h per gli aerosol

3 animal 3an 3 anima I3 animai |
56850 1 5850 1 5550 1 sesso 1 |
8550 8850 | sesso 2 ||

GHS
Polverie
nebbie
- —
Limite
S:)%n | aoslo.usl 0.25| 15| 1 | 2 2.5| 5 | 12-5| °°|

— 3 d + 3 g, o6 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animall moribondi o morti/concentrazione saggiata
— GHS: Sisterna mondiale armonizzato di classificazione

— oo senza classificazione

— Prove a 12.5 mg/L/4h: cfr. documento di orientamento n. 39 (8)
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Appendice 4d

Tossicita Acuta per Inalazione:

Procedimento sperimentale con concentrazione iniziale di 5 mg/L/4h per gli aerosol

sesso 1 sesso 1
58550 550 2

GHS
Polverie
nebbie

gl-r::l;pml 005] 0125|025 | os| 1] 2]2s| 5 | 125| o

— 3 J + 3¢9, 06 animali del sesso pil sensibile saggiati per fase
— 0-6: numero di animali moribondi o morti/concentraziona saggiata
— GHS: Sistema mondiale armonizzato di classificazione

— = senza classificazione

— Prove a 12.5 mg/L/4h: ofr. documento di orientamento n. 39 (8)»

9) i capitolo C.10 ¢ sostituito dal seguente:

«C.10. PROVA DI SIMULAZIONE SUI SISTEMI DI TRATTAMENTO AEROBICO DEI LIQUAMI: C.10-A:
UNITA CON FANGHI ATTIVI — C.10-B: BIOFILM

C.10-A: unita con fanghi attivi

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 303
(2001). Negli anni Cinquanta si ¢ capito che i tensioattivi, da poco introdotti, provocavano una formazione di
schiuma eccessiva negli impianti di trattamento delle acque reflue e nei fiumi. Si trattava di sostanze che non
venivano completamente eliminate nel trattamento aerobico e in alcuni casi limitavano l'eliminazione di altra
materia organica. Queste constatazioni hanno stimolato molte ricerche scientifiche incentrate sull'eliminazione
dei tensioattivi dalle acque reflue e sulla possibilita di utilizzare nuove sostanze chimiche prodotte industrial-
mente per il trattamento di questo tipo di acque. Sono state utilizzate unitd modello rappresentative dei due
principali tipi di trattamento biologico aerobico delle acque reflue: fanghi attivi e filtri percolatori (detti anche
filtri biologici). Sarebbe stato poco pratico, ed estremamente costoso, distribuire le singole nuove sostanze
chimiche e monitorare i grandi impianti per il trattamento delle acque, anche solo su base locale.

CONSIDERAZIONI INIZIALI
Unita con fanghi attivi

2. Sono state descritte unita modello con fanghi attivi di dimensioni variabili: da 300 ml fino a circa 2 000 ml.
Alcune riproducevano da vicino il funzionamento degli impianti di scala normale, con vasche di sedimentazione
dalle quali i fanghi sedimentati venivano ripompati verso il serbatoio di aerazione, mentre altre unita non
prevedevano vasche di sedimentazione, cfr. Swisher (1). La dimensione dell'apparecchio rappresenta un com-
promesso; da un lato dev'essere sufficientemente grande da consentire un buon funzionamento meccanico e da
fornire un volume adeguato di campioni senza che cio incida sulloperativita, mentre dallaltro deve essere di
dimensione sufficientemente contenuta da evitare sprechi di materiali e spazio.
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3. Due tipi di apparecchiature sono stati utilizzati su larga scala e in modo soddisfacente: le unita Husmann (2) e le
unitd a vaso poroso (3) e (4), impiegate inizialmente per lo studio dei tensioattivi; entrambe queste apparec-
chiature vengono descritte nel presente metodo di prova. Anche altri apparecchi hanno dato esito soddisfacente,
cfr. ad esempio Eckenfelder (5). Dato il costo e gli sforzi relativamente onerosi legati allapplicazione di questa
prova di simulazione, sono state analizzate in parallelo anche altre prove di screening, piti semplici e meno
costose, che sono ora incluse nel capitolo C.4, lettere da A a F, del presente allegato (6). L'esperienza acquisita in
merito a molti tensioattivi ¢ ad altre sostanze chimiche ha dimostrato che quelli che superano le prove di
screening (sono cio¢ prontamente biodegradabili) si degradano anche nella prova di simulazione. Alcuni tra
quelli che non superano le prove di screening superano pero le prove di biodegradabilita intrinseca [capitoli C.12
(7) e C.19 (8) del presente allegato], ma solo alcuni di questi ultimi si degradano nella prova di simulazione,
mentre le sostanze chimiche che non superano le prove di biodegradabilita intrinseca non si degradano nelle
prove di simulazione (9), (10), (11).

4. In alcuni casi, sono sufficienti le prove di simulazione svolte in un singolo insieme di condizioni di funziona-
mento specifiche. I risultati sono espressi sotto forma di eliminazione percentuale della sostanza chimica in
esame o del carbonio organico disciolto (DOC). La descrizione della prova in questione & fornita nel presente
metodo. Tuttavia, a differenza della precedente versione del presente capitolo che descriveva solo un tipo di
apparecchio per il trattamento dei liquami artificiali a unita abbinate, utilizzando un metodo relativamente
approssimativo per i fanghi esausti, il presente testo offre una serie di alternative, riguardo il tipo di apparecchio,
la modalita di funzionamento, la rimozione dei liquami e dei fanghi esausti. Il testo segue da vicino quello della
norma ISO 11733 (12), che ¢ stato passato attentamente al setaccio in fase di preparazione, sebbene il metodo
non sia stato sottoposto a prove interlaboratorio (ring-test).

5. In altri casi, sono necessari dati pitt precisi riguardo alla concentrazione della sostanza chimica in esame negli
effluenti ed ¢ quindi inevitabile ricorrere a un metodo pitt completo. Ad esempio, il tasso di eliminazione dei
fanghi esausti va controllato con piti precisione nel corso di ogni singola giornata e per tutto il periodo di prova,
per cui le unita devono funzionare secondo diversi tassi di eliminazione. Un metodo veramente completo
dovrebbe inoltre includere prove eseguite a due o tre temperature diverse: un metodo simile ¢ descritto da
Birch (13) (14) e riassunto nellappendice 6. Tuttavia, le conoscenze attualmente a disposizione sono insufficienti
per poter decidere quale dei modelli cinetici siano applicabili alla biodegradazione delle sostanze chimiche negli
impianti per il trattamento delle acque reflue e, in generale, negli ambienti acquatici. L'applicazione della cinetica
di Monod, cfr. appendice 6 a titolo d’esempio, si limita alle sostanze chimiche presenti in quantita pari a 1 mg/l
e oltre, ma alcuni ritengono che anche questo sia da dimostrare. Le prove condotte su concentrazioni che meglio
riflettono quelle riscontrabili nelle acque reflue sono riportate nellappendice 7; queste prove sono state inserite
in appendice, analogamente a quelle nellappendice 6, e non pubblicate come metodi di prova a sé stanti.

Filtri

6. Si¢ prestata meno attenzione ai modelli pilota a filtri percolatori (detti anche letti percolatori), forse perché sono
pitt complessi e meno compatti rispetto agli impianti pilota a fanghi attivi. Gerike et al. hanno sviluppato unita a
filtri percolatori, facendole funzionare in modalita abbinata (15). Si tratta di filtri relativamente grandi (altezza: 2
m; volume: 60 1) che richiedono ciascuno fino a 2 l/h di liquami. Bauman et al. (16) hanno simulato dei filtri
percolatori inserendo delle strisce di “fibra pile” di poliestere in tubi lunghi 1 m (diametro interno: 14 mm) dopo
averle immerse in fanghi attivi concentrati per 30 min. La sostanza chimica in esame, quale unica fonte di
carbonio in una soluzione minerale salina, ¢ stata introdotta nel tubo verticale, valutando in seguito la biode-
gradazione attraverso la misurazione del DOC negli effluenti e del CO, nel gas emesso.

7. 1 biofiltri sono stati simulati seguendo una procedura diversa (15); le superfici interne di alcuni tubi rotanti,
leggermente inclinati rispetto all'asse orizzontale, sono state irrorate con acque reflue (circa 250 ml/h) con e
senza la sostanza chimica in esame, e gli effluenti risultanti sono stati analizzati per determinare la presenza di
DOC efo della sostanza.

PRINCIPIO DELLA PROVA

8. 1l metodo intende determinare l'eliminazione e la biodegradazione primaria efo completa di sostanze chimiche
organiche idrosolubili attraverso microrganismi aerobici, in un sistema di prova a funzionamento continuo che
simula il processo a fanghi attivi. Le fonti di carbonio e di energia per i microrganismi sono costituite da un
mezzo organico facilmente biodegradabile e dalla sostanza chimica organica in esame.

9. Due unita di prova a funzionamento continuo (impianti a fanghi attivi o vasi porosi) vengono fatte operare in
parallelo in condizioni identiche, scelte in quanto adatte ai fini della prova. Normalmente, il tempo medio di
ritenzione idraulica ¢ di 6 h e l'eta media dei fanghi (tempo di ritenzione dei fanghi) varia da 6 a 10 giorni. I
fanghi sono eliminati mediante uno dei metodi; la sostanza chimica in esame viene aggiunta agli affluenti
(mezzo organico) di una sola delle due unita, con una concentrazione di carbonio organico disciolto (DOC)
tra 10 mg/l e 20 mg/l. La seconda unita viene utilizzata come unita di controllo per determinare la biodegra-
dazione del mezzo organico.

10. A intervalli frequenti vengono saggiati campioni degli effluenti, nei quali vengono determinati il DOC, preferi-
bilmente, oppure la COD (domanda chimica di ossigeno), insieme alla concentrazione della sostanza chimica in
esame (se richiesto) attraverso analisi specifiche sugli effluenti provenienti dall'unita che riceve la sostanza.
Quando si effettuano le misurazioni del DOC o della COD, si assume che la differenza fra le concentrazioni
medie degli effluenti nelle due unitd (di prova e di controllo) sia dovuta alla sostanza in esame o ai suoi
metaboliti organici. Tale differenza viene confrontata con la concentrazione di DOC o COD negli affluenti
dovuta allimmissione della sostanza chimica in esame, al fine di determinare I'eliminazione di quest'ultima.
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11. E generalmente possibile distinguere tra biodegradazione e bioassorbimento attraverso un attento esame della
curva eliminazione-tempo e la biodegradazione pud normalmente essere confermata attraverso una prova di
biodegradazione rapida utilizzando un inoculo acclimatato proveniente dall'unita che ha ricevuto la sostanza in
esame.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA CHIMICA IN ESAME

12. E necessario disporre delle caratteristiche di purezza, idrosolubilita, volatilita e adsorbimento della sostanza in
esame, in modo da permettere la corretta interpretazione dei risultati. Le sostanze chimiche volatili e insolubili
non possono normalmente essere sottoposte a prova, se non dopo aver preso particolari precauzioni (cfr.
appendice 5). Per calcolare i valori teorici efo per controllare i valori dei parametri significativi, per esempio
ThOD (domanda teorica di ossigeno), DOC e COD, ¢ necessario conoscere la struttura chimica o la formula
bruta.

13. Per una scelta mirata delle concentrazioni da sottoporre a prova e per interpretare correttamente dei valori di
biodegradazione bassi, possono essere utili informazioni sulla tossicita della sostanza chimica in esame per i
microrganismi (cfr. appendice 4).

SOGLIE MINIME

14. La biodegradabilita primaria dei tensioattivi ¢ l'applicazione originaria della presente prova di simulazione (di
conferma), e l'immissione sul mercato di un tensioattivo ¢ subordinata all'eliminazione di pitt dell'80 % della
sostanza specifica. Se il tasso dell’80 % non ¢ raggiunto, si puo applicare la prova di simulazione (di conferma) e
il tensioattivo ¢ immesso sul mercato solo se viene eliminato piti del 90 % della sostanza chimica specifica. Per le
sostanze chimiche in generale, il problema di ottenere un risultato positivo o negativo (pass/fail) non si pone e la
percentuale di eliminazione ottenuta pud servire per un calcolo approssimativo della probabile concentrazione
nellambiente, da utilizzare nella valutazione dei rischi dovuti alle sostanze chimiche. I risultati tendono ad essere
del tipo “tutto o niente”. La percentuale di eliminazione del DOC ottenuta in diversi studi su sostanze chimiche
pure era superiore al 90 % in oltre tre quarti dei prodotti chimici che presentavano un grado di biodegradabilita
significativo e superiore all’80 % nel novanta per cento degli stessi.

15. Un numero relativamente contenuto di sostanze chimiche (ad esempio tensioattivi) ¢ presente nei liquami alle
stesse concentrazioni utilizzate nel presente metodo di prova (circa 10 mg C[l). A simili concentrazioni alcune
sostanze chimiche possono essere inibitrici, mentre la cinetica di eliminazione di altre sostanze puo differire a
basse concentrazioni. E possibile valutare la degradazione con pitt precisione ricorrendo a metodi modificati e
scegliendo delle concentrazioni realisticamente basse della sostanza chimica in esame; i risultati ottenuti po-
trebbero servire a calcolare le costanti cinetiche. Tuttavia, le tecniche sperimentali necessarie non sono state
ancora completamente convalidate, né sono stati definiti i modelli cinetici che descrivono le reazioni di biode-
gradazione (cfr. appendice 7).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

16. A volte, per assicurare il corretto svolgimento della procedura sperimentale, ¢ utile sottoporre a prova, paral-
lelamente alle sostanze chimiche in esame, anche delle sostanze chimiche il cui comportamento ¢ conosciuto, ad
esempio: acido adipico, 2-fenilfenolo, 1-naftolo, acido difenico, 1-acido naftoico ecc. (9) (10) (11).

RIPRODUCIBILITA DEI RISULTATI DELLE PROVE

17. 1l numero di relazioni sulle prove di simulazione & molto inferiore rispetto a quello delle relazioni sulle prove di
biodegradabilita immediata. Per le sostanze chimiche in esame degradate all'80 % od oltre la riproducibilita tra le
prove condotte simultaneamente ¢ buona (dal 10 al 15 %), ma la variabilita aumenta per le sostanze meno
efficacemente degradate. Inoltre, alcune sostanze limite hanno fornito risultati molto eterogenei (ad esempio
10 %, 90 %) a diverse riprese nel corso delle nove settimane della prova.

18. I risultati ottenuti con i due tipi di apparecchi non si differenziano di molto, ma alcune sostanze chimiche hanno
subito una degradazione pill estesa e costante con liquami domestici invece che con liquami artificiali ricostituiti
secondo la formula OCSE.

DESCRIZIONE DEL METODO DI PROVA
Apparecchiatura
Sistema di prova

19. 1l sistema di prova per una singola sostanza chimica comprende un’unita di prova e un'unita di controllo; se
vengono svolte solo analisi specifiche (biodegradazione primaria) ¢ sufficiente la sola unita di prova. Una sola
unita di controllo puo essere utilizzata per diverse unita di prova che ricevono le stesse o diverse sostanze
chimiche sperimentali. In caso di abbinamento (appendice 3), a ciascuna unita di prova deve corrispondere
un'unita di controllo. Il sistema di prova puo consistere in un modello di impianto a fanghi attivi — unita di
Husmann (appendice 1, figura 1) — o in un vaso poroso (appendice 1, figura 2). In entrambi i casi ¢ necessario
utilizzare serbatoi di capacita sufficiente a ricevere affluenti ed effluenti, insieme a pompe per il dosaggio degli
affluenti, mischiati o non mischiati alla soluzione contenente la sostanza chimica in esame.
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20. Ciascuna unita a fanghi attivi consiste in un recipiente di aerazione con una capacita nota di circa 3 litri di
fanghi attivi e di un sedimentatore (chiarificatore secondario) contenente circa 1,5 litri; ¢ possibile modificare
parzialmente i volumi regolando I'altezza del sedimentatore. E consentito I'utilizzo di recipienti di dimensioni
diverse, se sottoposti a carichi idraulici paragonabili. In caso non sia possibile mantenere la temperatura della sala
prova nell'intervallo desiderato, si raccomanda I'uso di recipienti a camicia termostatica ad acqua. I fanghi attivi
sono riciclati dal sedimentatore al recipiente di aerazione attraverso una pompa ad aria compressa o una pompa
dosatrice, in continuo o a intervalli regolari.

21. 1l sistema a vaso poroso consiste in un cilindro poroso a fondo conico, contenuto allinterno di un recipiente
leggermente piti grande, di forma identica ma in materia plastica impermeabile. Per il vaso poroso, un materiale
adatto ¢ il polietilene, spesso 2 mm e con pori di dimensione non superiore a 90 pm. La separazione dei fanghi
e del mezzo organico trattato avviene mediante passaggio differenziale attraverso la parete porosa. Gli effluenti
fluiscono nello spazio anulare dal quale traboccano nel recipiente di raccolta. Non avviene alcuna decantazione e
di conseguenza non vi ¢ ricircolo di fanghi. L'intero sistema puo essere montato in un bagnomaria controllato
termostaticamente. | vasi porosi si ostruiscono e rischiano di traboccare nelle fasi iniziali. Se cio avviene, occorre
sostituire il rivestimento poroso con un rivestimento pulito, cominciando per prima cosa a sifonare i fanghi dal
vaso a un secchio pulito per poi rimuovere il rivestimento ostruito. Dopo aver asciugato il cilindro impermeabile
esterno, occorre collocare un rivestimento pulito e rimettere i fanghi nel vaso. E anche necessario raschiare e
trasferire con cura eventuali fanghi aderenti ai lati del rivestimento ostruito. La pulizia dei vasi ostruiti si effettua
ricorrendo inizialmente a un leggero getto d’acqua per rimuovere i fanghi residui, in seguito mettendo a bagno i
vasi prima in una soluzione diluita di ipoclorito di sodio poi in acqua, infine sciacquando accuratamente con
acqua.

22. Occorre applicare tecniche appropriate all'acrazione dei fanghi nei recipienti di aerazione di entrambi i sistemi,
utilizzando, ad esempio, aeratori oppure aria compressa. Se occorre, l'aria viene purificata (passando attraverso
un filtro idoneo) e lavata. E necessario insufflare nel sistema una quantita d'aria sufficiente per mantenere le
condizioni aerobiche e tenere perennemente in sospensione i fiocchi di fango nel corso della prova.

Apparecchio di filtrazione o centrifuga

23. 1 campioni vengono filtrati attraverso filtri a membrana di porosita idonea (diametro d’apertura nominale di
0,45 pum) che adsorbono le sostanze chimiche organiche solubili e rilasciano la minima quantita possibile di
carbonio organico. Se i filtri utilizzati rilasciano carbonio organico, occorre lavarli accuratamente con acqua
calda per rimuovere il carbonio organico lisciviato. In alternativa si pud usare una centrifuga in grado di girare a
40 000 m/s.

Apparecchiatura di analisi

24. Apparecchiatura richiesta per determinare:
— DOC (carbonio organico disciolto) e TOC (carbonio organico totale) o COD (domanda chimica di ossigeno),
— sostanze chimiche specifiche, se richiesto,
— solidi sospesi, pH, concentrazione di ossigeno nell'acqua,
— temperatura, acidita e alcalinita,
— ammonio, nitriti e nitrati, se la prova & svolta in condizioni nitrificanti.

Acqua

25. Acqua di rubinetto, contenente meno di 3 mg/l di DOC. Determinare l'alcalinita se non gia nota.
26. Acqua deionizzata, contenente meno di 2 mg/l di DOC.

Mezzo organico

27. Sono accettati, quali mezzo organico, i liquami artificiali, quelli domestici o una miscela di entrambi. E stato
dimostrato (11) (14) che, spesso, I'uso di soli liquami domestici genera un maggior tasso di eliminazione del
DOC e consente addirittura 'eliminazione e la biodegradazione di alcune sostanze chimiche che non sono invece
biodegradate se si usano liquami artificiali ricostituiti secondo la formula OCSE. Inoltre, 'aggiunta costante o
intermittente di liquami domestici spesso stabilizza i fanghi attivi e li rende capaci, crucialmente, di decantare in
modo ottimale. Si raccomanda, quindi, I'uso di liquami domestici. Occorre misurare la concentrazione di DOC o
COD in ciascun nuovo lotto di mezzo organico e determinarne l'acidita o alcalinita. Se il mezzo organico
presenta una bassa acidita o alcalinita potrebbe essere necessario aggiungere un tampone idoneo (idrogenocar-
bonato di sodio o diidrogenofosfato di potassio), per mantenere un pH di circa 7,5 £ 0,5 nel recipiente di
aerazione nel corso della prova. La quantita del tampone da aggiungere, e quando aggiungerla, vanno decise caso
per caso. Quando le miscele vengono utilizzate in continuo o a intermittenza, occorre mantenere il DOC (o la
COD) della miscela stessa a un valore pressoché costante, ad esempio diluendola con acqua.
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Liquami artificiali

28. Sciogliere per ogni litro di acqua di rubinetto i seguenti composti: 160 mg di peptone; 110 mg di estratto di
carne; 30 mg di urea; 28 mg di idrogenofosfato di potassio (K,HPO,); 7 mg di cloruro di sodio (NaCl); 4 mg di
cloruro di calcio diidrato (CaCl,.2H,0); 2 mg di solfato di magnesio eptaidrato (MgSO,.7H,0); questi liquami
artificiali ricostituiti secondo la formula OCSE rappresentano un esempio dove la concentrazione media di DOC
negli affluenti ¢ di circa 100 mg/l. In alternativa, utilizzare altre composizioni, con la stessa concentrazione di
DOC, piti prossime ai liquami reali. Se occorrono affluenti meno concentrati, diluire i liquami artificiali con
acqua di rubinetto, ad esempio 1:1, per ottenere una concentrazione di circa 50 mg/l. Gli affluenti meno
concentrati consentono una migliore crescita di organismi nitrificanti: occorrera ricorrere a una concentrazione
inferiore se ¢ necessario svolgere uno studio sulla simulazione di impianti di depurazione delle acque reflue dove
sia presente nitrificazione. Questi liquami artificiali, a base di acqua distillata, possono essere preparati in forma
concentrata e conservati a circa 1 °C per una settimana al massimo. Se occorre, diluire con acqua di rubinetto.
(Questo mezzo non ¢ del tutto soddisfacente perché, in particolare, la concentrazione di azoto & molto elevata e
il tenore di carbonio ¢ relativamente basso, ma non ¢ stata suggerita un’alternativa migliore, se non attraverso
l'aggiunta di un tampone fosfato e di peptone).

Liquami domestici

29. Utilizzare liquami freschi decantati raccolti giornalmente in un impianto di trattamento delle acque reflue che
riceve principalmente liquami domestici. Occorre prelevare i liquami prima che avvenga la sedimentazione
primaria, dallo stramazzo della vasca di sedimentazione primaria oppure dall'alimentazione dellimpianto a
fanghi attivi; i liquami devono essere il piti possibile privi delle particelle piti grosse. E possibile utilizzarli
dopo averli stoccati anche per diversi giorni (in generale, pero, non piu di sette) a 4 °C, se ¢ provato che il
DOC (o la COD) non sono diminuiti in modo significativo (vale a dire di pitt del 20 %) in fase di stoccaggio. Al
fine di limitare eventuali perturbazioni al sistema, occorre correggere il DOC (o la COD) di ogni nuovo lotto per
ottenere un valore adeguato costante prima dell'uso, ad esempio diluendolo con acqua.

Fanghi attivi

30. Raccogliere un campione di fanghi attivi per linoculazione dal serbatoio di aerazione di un impianto di
trattamento o da una unitd pilota di laboratorio per il trattamento delle acque di scarico che tratti prevalente-
mente acque di origine domestica.

Soluzioni madre della sostanza in esame

31. Per le sostanze che presentano una solubilita adeguata, preparare delle soluzioni madre a concentrazioni idonee
(es.:da 1 a5 gfl) in acqua deionizzata o nella frazione minerale dei liquami artificiali (per le sostanze insolubili o
volatili, cfr. appendice 5). Determinare il DOC e il carbonio organico totale (TOC) della soluzione madre e
ripetere le misure per ciascun nuovo lotto. Se la differenza tra il DOC e il TOC supera il 20 %, verificare
l'idrosolubilita della sostanza chimica in esame. Confrontare il DOC o la concentrazione della sostanza in esame,
misurata attraverso un‘analisi specifica della soluzione madre, con il valore nominale, per assicurarsi che il tasso
di recupero sia sufficiente (solitamente deve superare il 90 %). Verificare, in particolare per le dispersioni, se il
DOC pud essere utilizzato come parametro analitico o se invece si possa applicare solo una tecnica d'analisi
specifica per la sostanza in esame. Le dispersioni impongono il ricorso alla centrifuga dei campioni. Per ciascun
nuovo lotto, misurare DOC, COD o la sostanza in esame attraverso un’analisi specifica.

32. Determinare il pH della soluzione madre. I valori estremi indicano che l'aggiunta della sostanza chimica puo
influenzare il pH dei fanghi attivi nel sistema di prova. In tal caso, neutralizzare la soluzione madre per ottenere
un pH di 7 + 0,5 ricorrendo a piccole quantita di acido o di base inorganici, evitando pero la precipitazione della
sostanza in esame.

PROCEDURA

33. La procedura descritta si applica alle unita a fanghi attivi; ¢ necessario modificarla leggermente per il sistema a
Vvaso poroso.

Preparazione dell'inoculo

34. Per cominciare, inoculare il sistema sottoposto a prova con fanghi attivi o con un inoculo contenente una bassa
concentrazione di microrganismi. Conservare I'inoculo in luogo aerato a temperatura ambiente ed utilizzarlo
entro le 24 ore. Nel primo caso, raccogliere un campione di fanghi attivi dalla vasca di aerazione di un impianto
di trattamento biologico delle acque reflue che funzioni efficientemente o da un'unita pilota sperimentale che
riceva prevalentemente liquami domestici. Se ¢ necessario simulare condizioni nitrificanti, raccogliere i fanghi
attivi da un impianto di trattamento delle acque reflue in presenza di nitrificazione. Determinare la concen-
trazione di solidi in sospensione e, se necessario, concentrare i fanghi per sedimentazione in modo che il volume
aggiunto al sistema sia minimo. Verificare che la concentrazione di partenza di materia secca sia intorno a
2,5 g/l

35. Nel secondo caso, utilizzare come inoculo da 2ml/l a 10 ml/l di effluenti provenienti da un impianto di
trattamento biologico dei liquami domestici. Per ottenere il maggior numero possibile di specie o ceppi differenti
di batteri pud essere utile mescolare degli inoculi provenienti da varie fonti, ad esempio acque di superficie. In tal
caso, i fanghi attivi si formeranno e svilupperanno nel sistema di prova.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Dosaggio del mezzo organico

36. Pulire accuratamente, all'inizio e durante la prova, tutti i recipienti destinati ad affluenti ed effluenti e i tubi che li
collegano, per eliminare la proliferazione microbica. Riunire i sistemi di prova in un ambiente a temperatura
controllata (normalmente tra i 20 e i 25 °C) oppure utilizzare unita di prova a camicia termostatica ad acqua.
Preparare un volume sufficiente del mezzo organico richiesto (cfr. paragrafi da 27 a 29). Cominciare a riempire il
recipiente di aerazione e il sedimentatore con il mezzo organico e aggiungere I'inoculo (paragrafi 34, 35).
Mettere in azione il dispositivo di aerazione in modo che i fanghi siano mantenuti in sospensione e in
condizioni aerobiche, cominciando a dosare gli affluenti e a riciclare i fanghi sedimentati. Dosare il mezzo
organico dai recipienti di stoccaggio trasferendolo nei recipienti di acrazione (paragrafi 20, 21) delle unita di
prova e di controllo e raccogliere i rispettivi effluenti in recipienti di stoccaggio simili. Per ottenere il normale
tempo di ritenzione idraulica di 6 h, occorre pompare il mezzo organico a 0,5 l/h. Per confermare questa
velocita di flusso, misurare la quantita quotidiana di mezzo organico dosato registrando la riduzione dei volumi
del mezzo nei recipienti di stoccaggio. E necessario ricorrere ad altre modalita di dosaggio per determinare gli
effetti dello scarico intermittente di una sostanza chimica oppure dellaggiunta di “dosi shock”.

37. Se il mezzo organico viene preparato in vista di un’utilizzazione la cui durata supera le 24 ore, ¢ possibile
refrigerarlo a circa 4 °C o conservarlo utilizzando un metodo adeguato, in modo da prevenire la crescita
microbica e la biodegradazione al di fuori delle unita di prova (paragrafo 29). Se si utilizzano i liquami artificiali,
¢ possibile preparare e stoccare a circa 4 °C una soluzione madre concentrata (es.: dieci volte superiore a quella
normale, cfr. paragrafo 28). La soluzione madre pud essere mischiata con il volume adeguato di acqua di
rubinetto prima dell'uso; oppure, pud essere pompata direttamente, mentre il volume adeguato di acqua di
rubinetto viene pompato separatamente.

Dosaggio della sostanza chimica in esame

38. Aggiungere un volume adeguato della soluzione madre della sostanza chimica (paragrafo 31) al recipiente di
stoccaggio degli affluenti, oppure dosarla direttamente nel recipiente di aerazione, ricorrendo a un’altra pompa.
La concentrazione di prova media normale negli affluenti dovrebbe situarsi tra 10 mg/l e 20 mg/l di DOC, ¢ la
concentrazione massima ¢ di 50 mg/l. Se l'idrosolubilita della sostanza in esame ¢ bassa, o se ¢ possibile che si
producano effetti tossici, occorre ridurre la concentrazione a 5 mg/l di DOC o addirittura meno, ma solo se ¢
possibile applicare un metodo di analisi specifico (le sostanze di prova disperse e scarsamente solubili in acqua
possono essere aggiunte attraverso tecniche di dosaggio speciali, cfr. appendice 5).

39. Quando il sistema ¢ stabilizzato ed elimina il DOC dal mezzo organico in modo efficiente (all'80 % circa),
cominciare ad aggiungere la sostanza. E importante verificare che tutte le unita operino allo stesso grado di
efficienza prima di aggiungere la sostanza in esame; se cosi non fosse, spesso ¢ utile mischiare i singoli fanghi e
ridistribuirli in quantita uguali alle diverse unita. Se si utilizza un inoculo di circa 2,5 g/l (peso secco) di fanghi
attivi, la sostanza chimica in esame pud essere aggiunta sin dall'inizio della prova, in quando aggiungere
direttamente e fin dall'inizio dei quantitativi crescenti presenta il vantaggio di rendere i fanghi attivi piti adattabili
alla sostanza in esame. A prescindere dal modo in cui viene aggiunta la sostanza in esame, si raccomanda di
misurare ad intervalli regolari la velocita di flusso efo i volumi nel o nei recipienti di stoccaggio.

Manipolazione dei fanghi attivi

40. Indipendentemente dall'inoculo utilizzato, di norma la concentrazione dei solidi nei fanghi attivi si stabilizza nel
corso della prova tra 1 e 3 g/l (peso secco), a seconda della qualita e della concentrazione del mezzo organico,
delle condizioni di funzionamento, della natura dei microrganismi presenti e dellinfluenza della sostanza in
esame.

41. Determinare i solidi in sospensione nel recipiente di aerazione almeno una volta la settimana, eliminando il
surplus di fanghi per mantenere la concentrazione da 1 g/l a 3 g/l (peso secco), oppure controllare che l'eta
media dei fanghi si mantenga a un valore costante tra i 6 e i 10 giorni. Ad esempio, se viene scelto un tempo di
ritenzione medio dei fanghi di 8 giorni, occorre rimuovere giornalmente 1/8 del volume di fanghi attivi dal
recipiente di aerazione ed eliminarlo. Questa operazione va effettuata quotidianamente o, preferibilmente,
attraverso una pompa automatica intermittente. Il mantenimento della concentrazione dei solidi in sospensione
a un valore costante, o entro limiti ristretti, non rende pero costante il tempo di ritenzione dei fanghi, e cio¢ la
variabile che permette di determinare la concentrazione della sostanza in esame negli effluenti.

42. Per tutta la durata della prova, rimuovere, almeno una volta al giorno, eventuali fanghi che aderiscono alle pareti
del recipiente di aerazione e al sedimentatore e rimetterli in sospensione. Controllare e pulire regolarmente tutti i
tubi e le tubature per evitare la crescita di biofilm. Riciclare i fanghi sedimentati, rinviandoli dal sedimentatore al
recipiente di aerazione, preferibilmente attraverso una pompa a intermittenza. Il sistema a vasi porosi non
comporta alcun riciclo, ma occorre fare attenzione e inserire vasi interni puliti prima che il volume all'interno
del recipiente raggiunga un livello troppo alto (paragrafo 21).

43. Nelle unita di Husmann si possono verificare cattiva sedimentazione e perdita di fanghi. E possibile rimediarvi
effettuando in parallelo, nelle unita di prova e di controllo, una o pit delle operazioni elencate di seguito:
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— aggiungendo a intervalli regolari, ad esempio settimanalmente, dei fanghi freschi o un flocculante (es.: 2 ml
per recipiente di una soluzione di FeCl; a 50 gfl), facendo attenzione a che il FeCl; non reagisca con la
sostanza chimica in esame e non la faccia precipitare,

— sostituendo la pompa ad aria compressa con una pompa peristaltica, al fine di creare un flusso di ricircolo
dei fanghi pressappoco uguale al flusso degli affluenti in entrata da utilizzare e consentire lo sviluppo di una
zona anaerobica nei fanghi sedimentati (la geometria della pompa ad aria compressa limita il flusso minimo
di ritorno dei fanghi a circa dodici volte quello degli affluenti da trattare),

— pompando i fanghi in modo intermittente dal sedimentatore verso il recipiente di aerazione (es.: per 5
minuti ogni 2,5 h per riciclare da 1 1/h a 1,5 1/h),

— utilizzando un agente antischiuma atossico a concentrazione minima, che prevenga perdite dovute alla
formazione di schiuma (es.: olio di silicone),

— insufflando aria nei fanghi del sedimentatore, in soffi brevi e intensi (es.: 10 secondi ogni ora),
— dosando il mezzo organico a intervalli regolari nel recipiente di aerazione (es.: dai 3 ai 10 minuti 'ora).

Campionamento e analisi

44. A intervalli regolari, misurare la concentrazione dell'ossigeno disciolto, la temperatura e il pH dei fanghi attivi nei
recipienti di aerazione. Assicurarsi che sia sempre disponibile sufficiente ossigeno (> 2 mgfl) e che la temperatura
si situi nell'intervallo richiesto (normalmente tra i 20 e i 25 °C). Mantenere il pH a 7,5 + 0,5 dosando piccole
quantita di una base o di un acido inorganici nel recipiente d’aerazione o negli affluenti, oppure aumentando la
capacita tampone del mezzo organico (cfr. paragrafo 27). Se si verifica nitrificazione viene prodotto acido:
l'ossidazione di 1 mg di azoto produce I'equivalente di circa 7 mg di CO;". La frequenza delle misurazioni
dipende dal parametro da misurare e dalla stabilita del sistema e pu¢ variare in funzione della cadenza
giornaliera o settimanale.

45. Occorre misurare il DOC o la COD negli affluenti dei recipienti di controllo e di prova. La concentrazione della
sostanza in esame negli affluenti di prova va determinata attraverso analisi specifiche od occorre stimarla a
partire dalla concentrazione nella soluzione madre (paragrafo 31), dal volume utilizzato e dalla quantita di
liquami dosati nell'unita di prova. Si raccomanda di calcolare la concentrazione della sostanza in esame in modo
da ridurre la variabilita dei dati sulla concentrazione.

46. Prelevare dei campioni adatti dagli effluenti raccolti (es. campioni compositi sulle 24 h) e filtrarli attraverso una
membrana con pori di 0,45 pm oppure centrifugarli a circa 40 000 m/s* per circa 15 min. Ricorrere alla
centrifugazione se il filtraggio risulta difficile. Determinare il DOC o la COD almeno due volte, in modo da
misurare la biodegradazione completa e, se richiesto, quella primaria, attraverso um'analisi specifica per la
sostanza in esame.

47. Lutilizzo della COD puo far sorgere problemi analitici a basse concentrazioni ed ¢ raccomandato solo se la
concentrazione di prova ¢ sufficientemente alta (circa 30 mg/l). Inoltre, in caso di sostanze chimiche fortemente
adsorbenti, si raccomanda di misurare la quantita di sostanza chimica adsorbita nei fanghi attraverso una tecnica
di analisi specifica per la sostanza in esame.

48. La frequenza di campionamento dipende dalla durata prevista della prova. Si raccomandano tre campionamenti
la settimana. Quando le unita iniziano a funzionare efficacemente, occorre lasciar trascorrere un periodo di
adattamento da una a sei settimane a partire dall'introduzione della sostanza in esame, in modo da consentire il
raggiungimento di uno stato stazionario. Per valutare i risultati della prova & necessario ottenere, preferibilmente,
un minimo di 15 valori validi nel corso della fase di plateau (paragrafo 59), che dura normalmente tre settimane.
E possibile interrompere la prova una volta raggiunto un grado di eliminazione sufficiente (es. > 90 %) e se si
hanno a disposizione i 15 valori sopracitati a seguito di analisi svolte quotidianamente (giorni feriali) per tre
settimane. La prova non deve generalmente estendersi al di la delle 12 settimane a partire dalla prima aggiunta
della sostanza in esame.

49. Se i fanghi subiscono un processo di nitrificazione ed occorre studiare gli effetti della sostanza in esame su tale
processo, ¢ opportuno analizzare campioni degli effluenti delle unita di prova e di controllo almeno una volta la
settimana per rilevare ammonio efo nitriti e nitrati.

50. Le analisi vanno svolte il pit rapidamente possibile, in particolare quelle che riguardano l'azoto. In caso fosse
necessario rimandare le analisi, conservare i campioni a circa 4 °C al buio, in bottiglie piene ed ermeticamente
chiuse. Se ¢ necessario stoccare i campioni per pit di 48 h, la conservazione puo avvenire tramite congelazione,
acidificazione (es. 10 ml/l di un soluzione di acido solforico a 400 gfl) o aggiunta di una sostanza tossica idonea
[es. 20 ml/l di una soluzione di cloruro di mercurio (Il) a 10 gfl]. Assicurarsi che la tecnica di conservazione non
incida sui risultati dell’analisi.
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51.

52.

53.

54.

Abbinamento delle unita di prova

Se ¢ necessario abbinare le unitd (appendice 3), occorre scambiare quotidianamente la stessa quantita di fanghi
attivi (da 150 ml a 1500 ml per i recipienti di aerazione contenenti tre litri di liquido) tra i recipienti di
acrazione dell'unita di prova e dell'unita di controllo. Se la sostanza in esame si adsorbe fortemente sui fanghi,
cambiare solo il surnatante dei sedimentatori. In entrambi i casi, introdurre un fattore di correzione per calcolare
i risultati della prova (paragrafo 55).

DATI E RELAZIONE

Trattamento dei risultati

Per ogni valutazione programmata, calcolare la percentuale di eliminazione della sostanza in esame in termini di
DOC o di COD ricorrendo alla seguente equazione:

C —(E-E

D, = M % 100
CS

dove:

D, = percentuale di eliminazione del DOC o della COD al tempo t

@]
1

. = valori del DOC o della COD negli affluenti, dovuti alla sostanza chimica in esame, preferibilmente stimati a
partire dalla soluzione madre (mg/l)

E = valori del DOC o della COD misurati negli effluenti di prova al tempo t (mg/l)

je]
1l

o = valori del DOC o della COD misurati negli effluenti di controllo al tempo t (mg/l)

I grado di eliminazione del DOC o della COD dal mezzo organico dell'unita di controllo ¢ utile per valutare
l'attivita di biodegradazione dei fanghi attivi nel corso della prova. Calcolare la percentuale di eliminazione
ricorrendo alla seguente equazione:

Cu — Eo
Dy =—— x 100
' Cu

dove:
Dy = percentuale di eliminazione del DOC o della COD dal mezzo organico dell'unita di controllo al tempo t
Cy = DOC o COD del mezzo organico negli affluenti di controllo (mg/l)

Calcolare, in via facoltativa, la percentuale di eliminazione del DOC o della COD generati dal mezzo organico e
dalla sostanza in esame nell'unita di prova, ricorrendo alla seguente equazione:

Cr—E
L= %100

T

Dr =

dove:

Dy = percentuale di eliminazione del DOC o della COD nella totalita degli affluenti di prova

C; = DOC o COD della totalita degli affluenti di prova o calcolati a partire dalle soluzioni madri (mg/l)

Per ogni rilevazione calcolare I'eliminazione della sostanza in esame, se ¢ stata misurata con un metodo di analisi
specifico, ricorrendo alla seguente equazione:

Dsr = 2-—>¢ % 100

i

dove:
Dgr = percentuale di eliminazione primaria della sostanza chimica in esame al tempo t
S; = concentrazione misurata o stimata della sostanza chimica in esame negli affluenti di prova (mg/l)

S. = concentrazione misurata della sostanza chimica in esame negli effluenti di prova al tempo t (mg/l)
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55. In modalita abbinata, compensare la diluizione della sostanza in esame nel recipiente di acrazione dovuta allo
scambio di fanghi utilizzando un fattore di correzione (cfr. appendice 3). Se ¢ stato applicato un tempo medio di
ritenzione idraulica pari a 6 h ed ¢ stata scambiata la meta del volume dei fanghi attivi contenuti nel recipiente
di aerazione, occorre correggere i valori determinati dell'eliminazione quotidiana (D, paragrafo 52) in modo da
ottenere il grado reale di eliminazione, Dy, della sostanza in esame, a partire dalla seguente equazione:

4D; — 100

Dy = 3

Espressione dei risultati della prova

56. Tracciare su un grafico le curve dell'eliminazione D, (0 D) e Dy, se disponibile, in funzione del tempo (cfr.
appendice 2). E possibile trarre alcune conclusioni sul processo di eliminazione della sostanza in esame (per se o
attraverso il DOC) a partire dall'andamento della curva.

Adsorbimento

57. Se gia dallinizio della prova si osserva una forte eliminazione della sostanza in esame in termini di DOC, la
sostanza & stata probabilmente eliminata per adsorbimento sui solidi dei fanghi attivi. E possibile provare il
fenomeno misurando 'adsorbimento della sostanza in esame mediante un'analisi specifica. E raro che I'elimi-
nazione del DOC delle sostanze adsorbibili si mantenga elevata nel corso di tutta la prova; normalmente, il
grado di eliminazione ¢ elevato all'inizio per poi declinare progressivamente fino a raggiungere un valore di
equilibrio. Tuttavia, se la sostanza chimica adsorbibile in esame fosse tale da causare, in un modo o nell'altro,
un'acclimatazione della popolazione microbica, l'eliminazione del DOC della sostanza chimica aumenterebbe
fino a raggiungere un elevato valore di plateau.

Fase di latenza

58. Molte delle sostanze chimiche in esame, analogamente a quanto avviene nelle prove di screening statiche,
attraversano una fase di latenza prima che avvenga una biodegradazione a pieno regime. Nel corso della fase
di latenza, l'acclimatazione o I'adattamento dei batteri degradanti avviene senza che si produca, o quasi, leli-
minazione della sostanza in esame; in seguito, inizia la proliferazione dei batteri. Al termine di questa fase,
quando circa il 10 per cento della quantita iniziale della sostanza in esame viene eliminata (compreso anche per
adsorbimento, se del caso) si suppone che inizi la fase di degradazione. Il tempo di latenza ¢ spesso notevol-
mente variabile e scarsamente riproducibile.

Fase di plateau

59. La fase di plateau di una curva di eliminazione in un test in continuo ¢ definita come la fase nella quale si
raggiunge il massimo livello di degradazione. La fase di plateau dovrebbe protrarsi per almeno 3 settimane ed
essere determinata attraverso la misurazione di 15 valori validi.

Grado medio di eliminazione della sostanza chimica in esame

60. Calcolare il valore medio a partire dai valori di eliminazione (D,) della sostanza in esame durante la fase di
plateau. Arrotondata all'unita piu vicina (1 %), tale media rappresenta il grado di eliminazione della sostanza in
esame. Si raccomanda inoltre di calcolare I'intervallo di confidenza (95 %) del valore medio.

Eliminazione del mezzo organico

61. Tracciare su un grafico la percentuale di eliminazione del DOC o della COD dal mezzo organico dell'unita di
controllo (D) in funzione del tempo. Indicare il grado medio di eliminazione come per la sostanza in esame
(paragrafo 60).

Indicazione della biodegradazione

62. Se la sostanza in esame non viene adsorbita in modo significativo sui fanghi attivi e se la curva di eliminazione
presenta il profilo tipico di una curva di biodegradazione con fasi di latenza, degradazione e plateau (cfr.
paragrafi 58 e 59), I'eliminazione misurata pud essere attribuita con certezza alla biodegradazione. Se il livello
di eliminazione ¢ alto in fase iniziale, la prova di simulazione non consente di distinguere tra i processi di
eliminazione biologici e non biologici. In questi casi, come nei casi in cui la biodegradazione suscita dubbi (ad
esempio, quando si osserva un fenomeno di stripping), occorre analizzare le sostanze in esame adsorbite oppure
effettuare prove di biodegradazione statiche supplementari basate su parametri che indicano chiaramente i
processi biologici. Si tratta di prove che si basano sul consumo di ossigeno [capitolo C.4, lettere D, E e F del
presente allegato (6)] o sulla misurazione della produzione di diossido di carbonio [capitolo C.4-C del presente
allegato (6)] oppure sul metodo ISO per la prova del CO, nello spazio di testa (18) che utilizza un inoculo pre-
esposto proveniente dal test di simulazione. Se sono state misurate sia I'eliminazione del DOC sia l'eliminazione
della sostanza chimica specifica, la presenza di differenze significative (essendo la prima inferiore alla seconda) tra
le percentuali indica che gli effluenti contengono dei prodotti organici intermedi probabilmente piti difficili da
degradare rispetto al composto progenitore.
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Validita dei risultati della prova

63. Lottenimento di informazioni sulla normale attivita di biodegradazione dell'inoculo ¢ subordinata alla determi-
nazione del grado di eliminazione del mezzo organico (paragrafo 53) nell'unita di controllo. Il test ¢ da
considerare valido se il grado di eliminazione del DOC e della COD nella o nelle unita di controllo ¢ superiore
all'80 % dopo due settimane e se non si osserva alcun fenomeno insolito.

64. Se ¢ stata utilizzata una sostanza chimica di riferimento prontamente biodegradabile, il grado di biodegradazione
(Dt, paragrafo 52) deve essere superiore al 90 %.

65. Se la prova viene svolta in condizioni nitrificanti, la concentrazione media negli effluenti deve essere < 1 mg/l di
azoto ammoniacale e <2 mg/l di azoto sotto forma di nitriti.

66. Se non vengono soddisfatti questi criteri, ripetere la prova utilizzando un inoculo proveniente da una fonte
diversa, sottoporre a prova una sostanza di riferimento e riesaminare tutte le procedure sperimentali.

Relazione sulla prova

67. La relazione deve includere le seguenti informazioni:
Sostanza chimica in esame:
— dati identificativi,
— natura fisica e proprieta fisico-chimiche.
Condizioni sperimentali:

— descrizione del sistema di prova utilizzato; qualsiasi modifica introdotta nella prova per testare le sostanze
chimiche insolubili o volatili,

— tipo di mezzo organico,
— proporzione e natura degli effluenti industriali presenti nelle acque di scarico, se note,
— inoculo: natura e localita del campionamento, concentrazione ed eventuale pretrattamento,

— soluzioni madre della sostanza chimica in esame: tenore di DOC e di TOC; modalita di preparazione, se si
tratta di una sospensione; concentrazione utilizzata per la prova; giustificare, eventualmente, valori che si
discostano dall'intervallo 10-20 mg/l di DOC; modalita di aggiunta; data della prima aggiunta; eventuali
modifiche,

— eta media dei fanghi attivi e tempo medio di ritenzione idraulica; metodo di rimozione dei fanghi attivi
esausti; metodi per affrontare il rigonfiamento (bulking), la perdita di fanghi attivi ecc.,

— tecniche di analisi utilizzate,
— temperatura di prova,

— qualita del rigonfiamento dei fanghi; indice di volume dei fanghi (SVI, sludge volume index); solidi sospesi nella
miscela liquida (MLSS, mixed liquor suspended solids),

— ogni eventuale scarto dalla normale modalita operativa e ogni eventuale circostanza suscettibile di aver inciso
sui risultati.

Risultati della prova:

— tutti i dati derivanti dalle misurazioni (DOC, COD, analisi specifiche, pH, temperatura, concentrazione di
ossigeno, solidi sospesi, sostanze azotate, se del caso),

— tutti i valori calcolati per D; (0 D) Dy e Dg, presentati sotto forma di tabella e di curve di eliminazione,

— informazioni sulle fasi di latenza e di plateau, la durata della prova, il grado di eliminazione della sostanza in
esame e del mezzo organico nell'unita di controllo, insieme alle informazioni statistiche e conclusioni sulla
biodegradabilita e sulla validita della prova,

— discussione dei risultati.
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Figura 1

Attrezzatura per valutare la biodegradabilita
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Attrezzatura per valutare la biodegradabilita
Vaso poroso
; """ I Sne .
1 -
i [ D Sno
i [ S
[} [ i
[} [} i
I [ s i
[} ' I
1 ' ]
i ' v
' '
| 1
1 .
b ’
L)

recipiente di stoccaggio E. recipiente di raccolta

pompa dosatrice F. diffusore

recipiente poroso di aerazione G. flussimetro

ON® >

recipiente esterno impermeabile




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Figura 3

Dettagli del recipiente di aerazione a vaso poroso da 3 litri
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Appendice 2

Esempio di curva di eliminazione
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Appendice 3

[INFORMAZIONI SUPPLEMENTARI]

ABBINAMENTO DELLE UNITA DI PROVA

Nel tentativo di livellare le popolazioni microbiche nei fanghi attivi dell'unita di prova (dove confluiscono i liquami piti la
sostanza in esame) e dell'unita di controllo (dove confluiscono solo i liquami) ¢ stato introdotto uno scambio giornaliero
di fanghi tra le due unita (1). La procedura, detta “abbinamento”, ha dato origine al “processo ad unita abbinate”.
L'abbinamento, inizialmente realizzato su unita di Husmann a fanghi attivi, ¢ stato applicato anche a unita a vasi porosi
(2) (3). I risultati ottenuti con unita abbinate e con unita non abbinate, sia nel caso di unita di Husmann sia in quello di
unita a vasi porosi, non presentano differenze significative e non c'¢ quindi alcun vantaggio ad investire tempo ed energia
nell'abbinamento.

Lo scambio dei fanghi puo far credere che avvenga un’eliminazione piuttosto importante, dato che una parte della
sostanza chimica in esame viene trasferita e che lo scarto tra la concentrazione di tale sostanza negli effluenti di prova
e negli effluenti di controllo diviene pressoché nullo. E quindi necessario applicare dei fattori di correzione che dipendono
dalla frazione oggetto dello scambio e dal tempo medio di ritenzione idraulica. E stato pubblicato un metodo di calcolo
pitt dettagliato (1).

Calcolare il grado deliminazione corretto del DOC o della COD utilizzando la formula generale:

De = (D, — 100 - a - 1/12)/(1 — a - 1/12) %

dove:

)
1

«« = percentuale di eliminazione, corretta, del DOC o della COD
D, = percentuale di eliminazione, determinata, del DOC o della COD
a = frazione volumetrica scambiata tra le unita a fanghi attivi
r = tempo medio di ritenzione idraulica (h)

Se, per esempio, viene scambiata la meta del volume del recipiente di aerazione (a = 0,5) e il tempo medio di ritenzione
idraulica ¢ di 6 h, la formula di correzione diventa:
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Appendice 4

VALUTAZIONE DELL'INIBIZIONE DEI FANGHI ATTIVI
Processo a mezzo delle sostanze chimiche in esame

1. Puo succedere che una sostanza chimica (o dei liquami) non vengano né degradati né eliminati nella prova di
simulazione e che possano addirittura avere un effetto inibitorio sui microrganismi dei fanghi. Alcune sostanze
chimiche vengono biodegradate a basse concentrazioni ma svolgono un'azione inibitoria a concentrazioni superiori
(ormesi). Gli effetti inibitori possono essere rivelati a uno stadio precedente oppure essere determinati attraverso una
prova di tossicita, utilizzando un inoculo simile o identico a quello usato nella prova di simulazione (1). Si tratta di
metodi di prova inibitori del consumo di ossigeno [capitolo C.11 del presente allegato (2) e norma ISO 8192 (3)]
oppure inibitori della crescita degli organismi dei fanghi attivi [norma ISO 15522 (4)]

2. Linibizione che avviene nel corso della prova di simulazione si manifesta attraverso la differenza del DOC e della COD
degli effluenti del recipiente di prova e di quelli del recipiente di controllo, che & superiore al DOC aggiunto attraverso
la sostanza chimica in esame. Altrimenti espresso, la presenza della sostanza chimica in esame riduce la percentuale di
eliminazione della COD (nonché del BOD e della COD, efo di NH",) del mezzo organico trattato. Se cid avviene,
occorrera ricominciare la prova riportando la concentrazione della sostanza in esame a un livello al quale non abbia
effetti inibitori ed eventualmente anche diminuendone ulteriormente la concentrazione fino a un valore che la renda
biodegradata. Tuttavia, se la sostanza in esame (o i liquami) alterano il processo a tutte le concentrazioni testate, si
tratta verosimilmente di una sostanza difficile, se non impossibile, da trattare biologicamente, ma potrebbe valere la
pena di ripetere la prova con fanghi attivi provenienti da una fonte diversa efo sottoporli a un’acclimatazione pit
progressiva.

3. Al contrario, se nella simulazione di prova la sostanza in esame viene eliminata biologicamente al primo tentativo, la
sua concentrazione va aumentata nel caso in cui si cerchi di stabilire se tale sostanza possa svolgere azione inibitoria.

4. Quando si tenta di determinare il grado di inibizione, occorre ricordare che la popolazione dei fanghi attivi pud
evolvere e questo fa si che, nel tempo, i microrganismi possano sviluppare una tolleranza nei confronti della sostanza
chimica inibitrice.

5. Calcolo del grado di inibizione:

E possibile calcolare le percentuali globali di eliminazione, R, di BOD, DOC, COD ecc. nelle unita di prova e di
controllo utilizzando la seguente formula:

R, = 100 (I — BT %

dove:
[ = concentrazione di BOD, DOC, COD ecc. negli affluenti dei recipienti di prova o di controllo (mg/l)
E = concentrazioni rispettive negli effluenti (mg]l)

I ed E devono essere corrette per tenere conto del DOC proveniente dalla sostanza in esame nelle unita di prova,
altrimenti la percentuale di inibizione risultera imprecisa.

Il grado di inibizione prodotto dalla presenza della sostanza in esame pud essere calcolato secondo la formula
seguente:

% di inibizione = 100 (R. — Ry)/R,

dove:
R. = percentuale di eliminazione nei recipienti di controllo
R, = percentuale di eliminazione dei recipienit di prova
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Appendice 5

Sostanze chimiche in esame scarsamente solubili in acqua — sostanze volatili

Sostanze chimiche scarsamente solubili in acqua

Sono stati pubblicati apparentemente pochi studi incentrati su prove di simulazione del trattamento delle acque reflue
condotte su sostanze chimiche scarsamente solubili in acqua e insolubili (1) (2) (3).

Non esiste un metodo universale di dispersione di una sostanza chimica applicabile a tutte le sostanze chimiche insolubili.
Dei quattro tipi di metodi descritti nella norma ISO 10634 (4), i due che sembrerebbero essere adatti alla dispersione delle
sostanze destinate a una prova di simulazione fanno ricorso ad agenti emulsionanti efo energia ultrasonica. E opportuno
determinare la stabilita della dispersione ottenuta su un periodo di almeno 24 ore. Le dispersioni convenientemente
stabilizzate, contenute in recipienti costantemente sottoposti ad agitazione (paragrafo 38), sono in seguito introdotte nei
recipienti di aerazione, separatamente dai liquami domestici (o artificiali).

Se le dispersioni sono stabili, ¢ necessario esaminare in che modo ¢ possibile determinare la sostanza in esame nella sua
forma dispersa. E improbabile che il DOC sia stato determinato in maniera adeguata, e va quindi messo a punto un
metodo analitico specifico per la sostanza in esame da applicare agli effluenti, ai solidi degli effluenti e ai fanghi attivi. 1l
destino della sostanza chimica in esame nella simulazione del trattamento a fanghi attivi sara in tal caso determinato nelle
fasi solide e liquide. E quindi necessario calcolare un “bilancio di massa” per stabilire se la sostanza in esame ¢ stata
biodegradata. Tale bilancio, tuttavia, segnala solo la biodegradazione primaria. Sara necessario dimostrare la biodegrada-
zione completa attraverso un test respirometrico di pronta biodegradabilita [capitolo C.4 del presente allegato (5), lettere
C, F o D] utilizzando come inoculo dei fanghi esposti alla sostanza in esame nella prova di simulazione.

Sostanze chimiche volatili

La simulazione del trattamento delle acque reflue con le sostanze chimiche volatili ¢ discutibile e problematica. Come gia
rilevato per le sostanze poco solubili in acqua, sono apparentemente rari gli studi che descrivono le prove di simulazione
con sostanze volatili. Occorre adattare uno strumento classico per la miscelatura integrale turando ermeticamente i
recipienti di aerazione e decantazione, misurando e controllando il flusso d’aria con flussimetri, e facendo passare il
gas in uscita attraverso trappole che consentono di raccogliere materia organica volatile. In alcuni casi, il gas in uscita
viene convogliato verso una trappola fredda tramite una pompa a vuoto, oppure viene estratto mediante la tecnica “purge
and trap” in una trappola contenente Tenax e gel di silice per analisi gascromatografiche. La sostanza in esame presente
nella trappola puo essere determinata analiticamente.

La prova viene svolta in due fasi. Le unitd vengono messe in funzione inizialmente senza fanghi, pompando i liquami
artificiali addizionati della sostanza in esame nel recipiente di aerazione. Per alcuni giorni i campioni di affluenti, effluenti
e gas in uscita vengono raccolti e analizzati per determinare la presenza della sostanza in esame. A partire dai dati
raccolt, ¢ possibile calcolare la percentuale (R,,) della sostanza in esame estratta dal sistema tramite stripping.

Si conduce in seguito la normale prova biologica (con fanghi attivi), in condizioni sperimentali identiche a quelle
utilizzate per lo studio basato sullo stripping, misurando anche il DOC e la COD, per verificare che le unita operino
efficacemente. E inoltre opportuno eseguire analisi occasionali per misurare la presenza della sostanza in esame negli
affluenti, negli effluenti e nei gas in uscita nel corso della prima parte della prova; dopo l'acclimatazione, le analisi vanno
condotte con pil frequenza. I dati raccolti allo stato stazionario permettono, di nuovo, di calcolare la percentuale di
eliminazione della sostanza in esame nella fase liquida attraverso i processi fisici e biologici (Ry), nonché la proporzione
estratta dal sistema (Ry) tramite stripping.

Calcolo:

a) nella prova non biologica, la percentuale (Ryp) della sostanza in esame estratta dal sistema (tramite stripping) puod
essere calcolata a partire dalla formula:

Ryp = S 100
Sip
dove:
Ryp = eliminazione della sostanza in esame per volatilizzazione (%),
Syp = sostanza in esame raccolta nella trappola espressa come concentrazione equivalente nella fase liquida (mg/l),

Spp = concentrazione della sostanza in esame negli effluenti (mg/l);

b) nella prova biologica, la percentuale (Ry) della sostanza in esame estratta dal sistema (tramite stripping) puo essere
calcolata a partire dalla formula:
Sy
Ry =— - 100
V=

Ry = ecliminazione della sostanza in esame per volatilizzazione nella prova biologica (%),

Sy = sostanza in esame raccolta nella trappola, nella prova biologica, espressa come concentrazione equivalente negli
affluenti liquidi (mg/l),

S; = concentrazione della sostanza in esame negli affluenti (mg/l);
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¢) nella prova biologica, la percentuale (Ry) della sostanza in esame eliminata attraverso tutti i diversi processi puo essere
calcolata a partire dalla formula:

Ry = 1— . 100
T — S[

dove:
Sg = concentrazione della sostanza chimica in esame negli effluenti (liquidi) (mg/l);
d) quindi, la percentuale (Rg,) rimossa per biodegradazione e per adsorbimento pud essere calcolata a partire dalla

formula:
Rga = Ry — Ry)

E consigliabile svolgere altre prove per determinare se la sostanza in esame ¢ adsorbita; in tal caso, si potrebbe
procedere ad un'ulteriore correzione;

¢) un confronto tra la proporzione di sostanza in esame estratta durante la prova biologica (R,) e durante quella non-
biologica (R,,,) mostra l'effetto complessivo del trattamento biologico sullemissione della sostanza in esame nell'atmo-

)
sfera.

Esempio: Benzene
Tempo di ritenzione dei fanghi = 4 giorni

Tempo di ritenzione del liquame artificiale = 8 h

Sp = S =150 mg/l
Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)

Sy = 22,5mgfl
Sg = 50 pgl
Pertanto,

Ryp = 100 %, Ry = 15 %
Ry = 100% c Ry, = 85 %.

Si ¢ ipotizzato che il benzene non venga adsorbito sui fanghi attivi.
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Appendice 6

Effetti del tempo di ritenzione dei fanghi sulla trattabilita delle sostanze chimiche

INTRODUZIONE

1. II metodo qui descritto & stato concepito per verificare se le sostanze chimiche in esame (in generale quelle
riconosciute come biodegradabili intrinsecamente ma non prontamente) possono venire biodegradate nei limiti
imposti dagli impianti di trattamento delle acque reflue. I risultati sono espressi in termini di percentuali di elimi-
nazione e di biodegradazione. Le condizioni di funzionamento delle unita a fanghi attivi e la scelta degli affluenti da
trattare portano a oscillazioni piuttosto marcate della concentrazione della sostanza in esame negli effluenti. Le prove
vengono svolte su una sola concentrazione nominale di solidi dei fanghi attivi o su un solo tempo di ritenzione
nominale dei fanghi e i regimi di eliminazione dei fanghi esausti descritti possono far variare notevolmente il tempo
di ritenzione nel corso della prova, sia da un giorno all'altro che all'interno di una sola giornata.

2. In questa variante (1) (2), il tempo di ritenzione dei fanghi ¢ mantenuto all'interno di limiti molto pitt stretti nel corso
di ciascun periodo di 24 ore (come avviene su vasta scala) e quindi la concentrazione negli effluenti risulta pit
costante. Si raccomanda l'uso di liquami domestici in quanto generano un tasso pill elevato e consistente di
eliminazione. Occorre inoltre esaminare gli effetti di un certo numero di valori attinenti ai tempi di ritenzione dei
fanghi ed & necessario uno studio pit dettagliato per determinare I'incidenza di una gamma di temperature diverse
sulla concentrazione degli effluenti.

3. Non esiste ancora un consenso generale sui modelli cinetici che riproducono la biodegradazione delle sostanze
chimiche nelle condizioni riscontrabili in un impianto per il trattamento delle acque reflue. Si ¢ scelto di applicare
ai dati raccolti il modello di Monod per la crescita batterica e per l'utilizzo del substrato (1) (2), in quanto trattasi di
metodo destinato ad essere applicato solo a sostanze chimiche prodotte in grandi quantitd e quindi presenti nelle
acque reflue in concentrazioni superiori a 1 mg/l. La validita del modello semplificato e delle ipotesi formulate ¢ stata
stabilita utilizzando una serie di alcoli etossilati con vari gradi di biodegradabilita primaria (2) (3).

Nota: Questa variante segue da vicino il metodo di prova qui descritto (C.10-A), discostandosene solo nei dettagli
illustrati di seguito.

PRINCIPIO DELLA PROVA

4. Si utilizzano delle unita a vaso poroso con fanghi attivi — concepite per facilitare I'eliminazione (quasi) continua di
liquami misti grazie a una regolazione molto precisa dei tempi di ritenzione dei fanghi (SRT, o 9) — in modo non
abbinato, con diversi tempi di ritenzione e, facoltativamente, diverse temperature. Il tempo di ritenzione si situa
generalmente tra 2 e 10 giorni e la temperatura tra 5 ¢ 20 °C. Si dosano, separatamente, nelle unita i liquami di
preferenza domestici e una soluzione della sostanza in esame, agli intervalli piti idonei ad ottenere il tempo di
ritenzione richiesto per i liquami (da 3 a 6 ore) e la concentrazione desiderata della sostanza in esame nei liquami da
trattare. Le unitd di controllo che non ricevono la sostanza in esame funzionano in parallelo, a fini di comparazione.

5. E possibile utilizzare altri tipi di apparecchiature, ma occorre prestare estrema attenzione per assicurare un controllo
ottimale dei tempi di ritenzione. Ad esempio, se si utilizzano impianti che comprendono un decantatore, potrebbe
essere necessario tener conto della perdita di solidi attraverso gli effluenti. Inoltre, ¢ necessario prendere precauzioni
particolari per evitare errori dovuti a variazioni della quantita dei fanghi nei decantatori.

6. Le unita sono fatte funzionare nelle varie combinazioni di condizioni scelte e, dopo aver raggiunto l'equilibrio, si
misurano le concentrazioni medie della sostanza in esame negli effluenti nello stato stazionario e, facoltativamente, la
COD, su un periodo di circa tre settimane. La valutazione della percentuale di eliminazione della sostanza in esame e,
facoltativamente, della COD, ¢ espressa da una rappresentazione grafica della relazione tra le condizioni di funzio-
namento dell'impianto e la concentrazione negli effluenti. A partire da qui ¢ possibile calcolare le costanti cinetiche
sperimentali e prevedere le condizioni nelle quali la sostanza in esame puo essere trattata.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

7. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi 12 e 13.

SOGLIE MINIME

8. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi 14 e 15.

SOSTANZA CHIMICA DI RIFERIMENTO

9. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 16.

— 164 —F
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RIPRODUCIBILITA DEI RISULTATI DELLE PROVE

10. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi 17 e 18.

DESCRIZIONE DEL METODO
Apparecchiatura

11. Per questo metodo, I'unita adatta & una versione modificata del sistema a vaso poroso (appendice 6.1). Si tratta di un
recipiente interno (o rivestimento) in polipropilene poroso di 3,2 mm di spessore, con pori da circa 90 pm e con
giunti saldati di testa, che rendono questa unita piu robusta rispetto a quella descritta al paragrafo 21 del presente
capitolo, C.10-A. 1l rivestimento ¢ inserito in un recipiente esterno in polietilene impermeabile composto da due
elementi: una base circolare forata (per permettere il passaggio di due tubi di aerazione e di un tubo per lo scarico dei
fanghi) e un cilindro superiore avvitato sulla base e provvisto di un’uscita posizionata in modo tale da versare un
volume noto (3 1) nel vaso poroso. Uno dei tubi di aerazione ¢ dotato di un diffusore e l'altro & aperto alle estremita
e disposto ad angolo retto rispetto al diffusore posto nel recipiente. Questo sistema crea turbolenze sufficienti ad
assicurare che i contenuti del recipiente siano mescolati integralmente e a generare concentrazioni dell'ossigeno
disciolto superiori a 2 mg/l.

12. Sistemare le unita, in numero adeguato, in un bagnomaria o in ambienti a temperatura costante e termostatizzata tra
5 ¢ 20 °C (+ 1 °C). Sono necessarie due pompe per dosare la soluzione della sostanza in esame e dei liquami decantati
nei recipienti di aerazione alla portata richiesta (rispettivamente 0-1,0 ml/min e 0-25 ml/min) e una terza pompa per
I'eliminazione dei fanghi esausti dai recipienti di aerazione. 1l flusso dei fanghi esausti deve essere molto lento ed &
ottenuto attraverso una pompa regolata a velocita superiore che funziona a intermittenza grazie a un timer settato,
ad esempio, su 10 secondi al minuto, che risulta in un flusso di 3 ml/min e in una portata di fanghi eliminati pari a
0,5 ml/min.

Apparecchio di filtrazione o centrifuga

13. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 23.

Apparecchiatura di analisi

14. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 24.

Acqua
15. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi 25 e 26.

Mezzo organico

16. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 27.

Liquami artificiali

17. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 28.

Liquami domestici

18. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 29.

Fanghi attivi

19. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafo 30.

Soluzioni madre della sostanza in esame

20. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi 31 e 32.

PROCEDURA
Preparazione dell'inoculo

21. Si applica il capitolo C.10-A solo il paragrafo 34 — utilizzare fanghi attivi (circa 2,5 gfl).

Numero di unita di prova

22. Nel caso di una prova semplice, ad esempio per misurare unicamente la percentuale di eliminazione, ¢ sufficiente un
solo valore di tempo di ritenzione dei fanghi, ma se si vuole ricavare dati necessari a calcolare le costanti cinetiche
sperimentali, occorreranno 4 o 5 valori del tempo di ritenzione. I valori scelti si situano generalmente tra 2 e 10
giorni. Risulta piti pratico effettuare una prova applicando 4 o 5 diversi valori del tempo di ritenzione dei fanghi
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simultaneamente alla stessa temperatura; per studi pit approfonditi, si utilizzano gli stessi tempi di ritenzione o
eventualmente una serie di valori diversi, a temperature diverse situate nell'intervallo tra 5 e 20 °C. La biodegrada-
zione primaria (utilizzo principale) richiede normalmente una sola unita per ciascuna combinazione di condizioni.
Tuttavia, per la biodegradazione completa occorre aggiungere un'unita di controllo per ciascuna combinazione di
condizioni, destinata ad accogliere i liquami ma non la sostanza in esame. Se si presume che nei liquami utilizzati sia
presente la sostanza in esame, ¢ possibile incorporare delle unita di controllo al momento di valutare la biodegra-
dazione primaria e apportare le correzioni necessarie ai calcoli.

Dosaggio del mezzo organico e della sostanza chimica in esame

23. Si applicano i paragrafi da 36 a 39 del capitolo C.10-A, facendo pero attenzione a dosare separatamente la soluzione
della sostanza in esame e a utilizzare diversi tassi di eliminazione dei fanghi. Occorre inoltre monitorare frequen-
temente, ad esempio due volte al giorno, e se necessario aggiustare entro * 10 %, la portata degli affluenti, degli
effluenti e dei fanghi esausti. Se i metodi di analisi comportano delle difficolta per i liquami domestici, si possono
utilizzare al loro posto dei liquami artificiali, assicurandosi che i diversi mezzi forniscano dati cinetici paragonabili.

Manipolazione delle unita a fanghi attivi

24. Si applicano i paragrafi da 40 a 43 del capitolo C.10-A, facendo pero attenzione a controllare il tempo di ritenzione
dei fanghi solo attraverso un'eliminazione a flusso “costante” dei fanghi esausti.

Campionamento e analisi

25. Si applicano i paragrafi da 44 a 50 del capitolo C.10-A, determinando, inoltre, la concentrazione della sostanza in
esame ed eventualmente il DOC; la COD non va utilizzata.

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

26. Si applica il capitolo C.10 lettera A, paragrafi da 52 a 54.

Espressione dei risultati della prova

27. Si applica il capitolo C.10-A, paragrafi da 56 a 62.

Calcolo delle costanti cinetiche

28. E pit realistico esprimere la concentrazione media della sostanza in analisi allo stato stazionario negli effluenti e
descrivere come essa vari in funzione delle condizioni di funzionamento dellimpianto, invece che citare la percen-
tuale di biodegradazione primaria. A tal fine ¢ possibile utilizzare 'equazione [6] dell'appendice 6.2, che puo fornire i
valori dei parametri Kg, 11, e g, tempo critico di ritenzione dei fanghi.

[Alternativamente, ¢ possibile ottenere i valori di K¢ e pm utilizzando un programma informatico semplice che adatta
la curva teorica calcolata a partire dall'equazione [2] (appendice 6.2) ai valori sperimentali ottenuti. Anche se la
soluzione ottenuta non rappresentera una risposta assoluta, si pud ottenere una ragionevole approssimazione dei
valori K e p,].

Variabilitd dei risultati

29. Capita frequentemente di ottenere parametri cinetici variabili per una medesima sostanza. Si ritiene che le condizioni
di crescita dei fanghi e le condizioni nella quali si svolge la prova (come al paragrafo 5 e in altre prove) incidano
fortemente sui risultati. Un aspetto di tale variabilita ¢ stato esaminato da Grady et al (4), che hanno suggerito di
applicare i termini “effettiva” e “intrinseca” a due condizioni estreme che rappresentano i limiti dello stato fisiologico
raggiungibile da una coltura nel corso di una prova cinetica. Se lo stato si mantiene inalterato nel corso della prova, i
valori dei parametri cinetici riflettono le condizioni dellambiente dal quale provengono i microrganismi; tali valori
vengono detti “effettivi” ovvero attualmente esistenti. All'estremo opposto, se le condizioni della prova sono tali da
permettere il pieno sviluppo del sistema di sintesi proteica e quindi il massimo tasso di crescita, i parametri cinetici
risultanti vengono detti “intrinseci” e dipendono unicamente dalla natura del substrato e dal tipo di batteri che
compongono la coltura. A titolo orientativo, si otterranno valori effettivi mantenendo il rapporto tra concentrazione
del substrato e microrganismi degradanti (S,/X,) a livelli bassi (ad esempio 0,025), mentre si otterranno valori
intrinseci mantenendolo a livelli alti (ad esempio, 20 o oltre). In entrambi i casi, S, deve essere pari o superiore
al valore applicabile di Ks, la costante di semisaturazione.

30. La variabilita e altri aspetti della cinetica di biodegradazione sono stati discussi nel corso di una recente riunione del
SETAC (5). Gli studi discussi, sia quelli gia pubblicati sia quelli in fase progettuale, dovrebbero presto consentirci di
avere un’'immagine piti chiara della cinetica alla base del trattamento delle acque reflue negli impianti e permetterci
quindi una migliore interpretazione dei dati esistenti e di impostare in futuro delle linee guida piti pertinenti per i
metodi di prova.
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Appendice 6.1

Vaso poroso con regolazione del tempo di ritenzione dei fanghi

Sostanza in esame
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Appendice 6.2

Calcolo delle costanti cinetiche

1. Supponendo che si applichi la cinetica di Monod e tenendo conto di un bilancio di massa dei solidi attivi e del
substrato nel sistema a fanghi attivi (1), le seguenti espressioni descrivono lo stato stazionario:

1 Um * S]

—__rm 71 g

85 Ks + Sl ¢ [1]
ovvero

K - (14K -9,
S :89(( 7Kd) :)1 2]

dove: s " Hm d
S, = concentrazione del substrato negli effluenti (mg/l)
Kg = costante di semisaturazione, concentrazione alla quale p = p. /2 (mg/l)
p = tasso di crescita specifico (d7})

Iy = valore massimo di p, (d1)
Ky = velocita di degradazione specifica dei solidi attivi (d7")

9g = tempo medio di ritenzione dei fanghi (d)

Lo studio dell'equazione conduce alle seguenti conclusioni:

la concentrazione negli effluenti ¢ indipendente da quella negli affluenti (So); di conseguenza, la percentuale di
biodegradazione varia in funzione della concentrazione negli affluenti, S;

ii) 'unico parametro di controllo dellimpianto che incide su S; € il tempo di ritenzione dei fanghi 9g;

iii) a una data concentrazione negli affluenti, Sy, corrispondera un tempo critico di ritenzione dei fanghi, secondo la
seguente formula:
1 V's N So
— =10 g, B3]

dove:

Ugc = tempo critico di ritenzione dei fanghi al di sotto del quale i microrganismi competenti vengono eliminati
dall'impianto;

g

dato che gli altri parametri dell'equazione [2] sono associati alla cinetica di crescita, ¢ probabile che la temperatura
incida sul livello del substrato degli effluenti e sulleta critica dei fanghi, ovvero, il tempo di ritenzione dei fanghi
necessario ad ottenere un certo grado di trattamento aumenta in funzione della diminuzione della temperatura.

2. A partire da un bilancio di massa dei solidi nel sistema a vaso poroso, e supponendo che la concentrazione dei solidi
negli effluenti dellimpianto, X,, sia bassa rispetto a quella nel recipiente di aerazione, Xy, il tempo di ritenzione dei
fanghi ¢ dato da:

. VX ,
R FT(Qo—Q1) X+ QX 4]
9, = VX _V
Qu-Xi &
dove:
V = volume del recipiente di aerazione (])

X; = concentrazione dei solidi nel recipiente di aerazione (mg/l)
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X, = concentrazione dei solidi negli effluenti (mg/l)

Qp = velocita di flusso degli affluenti (I/d)
Qi

velocita di flusso dei fanghi esausti (I/d)

Regolando la velocita di flusso dei fanghi esausti, Q;, ¢ quindi possibile regolare il tempo di ritenzione dei fanghi al
determinato valore prescelto.

Conclusioni:

3. Scopo principale della prova ¢ consentire di prevedere la concentrazione della sostanza in esame negli effluenti e, di
conseguenza, i livelli di tale sostanza nelle acque che li ricevono.

4. Tracciando S; in funzione di Jg ¢ a volte possibile valutare con facilita il tempo critico di ritenzione dei fanghi, come
ad esempio nella curva 3 della figura 1. Se non ¢ possibile farlo, il valore U5 puo essere calcolato, insieme ai valori
approssimativi di p., e Ky, tracciando Sy, in funzione di S;*9s.

Riarrangiando I'equazione, si ottiene:
S] : 85 . & 571 5
149K, P Bl
se il valore di K4 ¢ basso, si ottiene 1 + 9, » K4 ~ 1 e [5] diventa:
K S

S0 =—+

6
Hm  Pm [ ]

Di conseguenza la curva dovrebbe diventare una retta (cfr. la figura 2) con inclinazione 1/p,, che interseca K/p;

inoltre: dg ~1/p,.

Figura 1

Tre temperature; cinque tempi di ritenzione dei fanghi
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Figura 2

Retta di regressione SRT - S in funzione di S; a T = 5°C
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Appendice 7

PROVE SVOLTE A BASSE CONCENTRAZIONI (ug/l)

1. Negli ambienti acquatici, che includono le acque reflue, diverse sostanze chimiche sono spesso presenti a concen-
trazioni molto basse (ug/l). In tal caso, le sostanze non servono da substrati primari per la crescita ed ¢ invece pit
verosimile che subiscano una degradazione in quanto substrati secondari che non intervengono nella crescita, paral-
lelamente a una serie di composti a base di carbonio presenti in natura. Di conseguenza, la degradazione di questo tipo
di composti non risponde al modello descritto all'appendice 6. Si possono pero applicare diversi altri modelli e, date le
condizioni prevalentemente presenti nei sistemi di trattamento delle acque reflue, ¢ possibile utilizzare contempora-
neamente molti modelli. Occorre svolgere studi molto piti approfonditi per chiarire questo punto.

2. Nel frattempo, € possibile applicare la procedura descritta nel presente testo (capitolo C.10-A), ma solo per la
biodegradabilita primaria, utilizzando basse concentrazioni idonee (< 100 pg/l) e una procedura di analisi convalidata.
E possibile calcolare la percentuale di biodegradazione (cfr. paragrafo 54 del metodo di prova) a condizione che venga
tenuto conto dei processi abiotici (adsorbimento, volatilita ecc.). Si pud prendere ad esempio lo studio condotto da
Nyholm e dai suoi collaboratori (1) (2), con un ciclo di 4 ore in un sistema a riempimento e scarico (fill and draw). Lo
studio riporta costanti di pseudo primo ordine per le cinque sostanze chimiche addizionate a liquami artificiali, da 5 a
100 pg/l (per la biodegradabilita finale ¢ possibile utilizzare sostanze di prova marcate con '*C). La descrizione di
questo processo si situa al di fuori dell'ambito del presente metodo di prova in quanto non si tratta di procedure sulle
quali vi ¢ consenso, sebbene un metodo proposto per la norma ISO 14592 (3) contenga delle indicazioni sull'uso delle
sostanze chimiche marcate con C.

Prova a mezzo di unita semicontinue per fanghi attivi (SCAS)

3. E stata in seguito proposta una prova pilt semplice, in due fasi (4) (5) (6); il metodo, che prevede il ricorso a unita
semicontinue (SCAS), ¢ seguito da prove cinetiche brevi condotte su campioni prelevati dalle unita SCAS. 1l sistema
SCAS funziona con flussi di fanghi esausti conosciuti (a differenza del metodo originale C.12) e viene alimentato con
liquami  artificiali ricostituiti secondo la formula OCSE modificata o con liquami domestici. La formula dei liquami
artificiali ¢ stata modificata (a causa di un diverso valore di pH e scarsa capacita di sedimentazione dei fanghi) con
l'aggiunta di un tampone fosfato, di estratto di lievito, cloruro di ferro (IlI) e tracce di oligoelement, inoltre la COD ¢
stata aumentata a circa 750 mg/l incrementando la concentrazione di peptone ed estratti di carne. Le unita hanno
funzionato in cicli continui di 24 ore: 23 ore di aerazione, eliminazione dei fanghi esausti, sedimentazione, estrazione
del liquido sopranatante (effluenti) seguite dall'aggiunta di liquami artificiali e sostanza in esame, fino a 100 pg/l (vale a
dire circa la stessa concentrazione applicata nella prova breve). Una volta la settimana il 10 % della totalita dei fanghi ¢
stata sostituita con fanghi freschi in modo da mantenere l'equilibrio della popolazione microbica.

4. Le concentrazioni della sostanza in esame vengono misurate inizialmente e alla fine della fase di aerazione e la prova
viene condotta finché si raggiunge un’eliminazione costante della sostanza: possono essere necessari da una settimana
a diversi mesi.

Prova breve

5. Viene svolta una prova breve (es. 8 ore) per determinare la costante di velocita cinetica di pseudo primo ordine per la
degradazione della sostanza chimica in esame nei fanghi attivi le cui origini e modalita di sviluppo sono conosciute ma
diverse. In particolare, vengono presi campioni di fanghi dai reattori SCAS — alla fine di un periodo di aerazione,
quando la concentrazione del substrato ¢ bassa — durante un test di acclimatazione (paragrafi 3 e 4). A scopo di
confronto, i fanghi possono essere presi anche da un'unita SCAS operante in parallelo ma non esposta alla sostanza in
esame. Aerare le miscele di fanghi e della sostanza in esame aggiunta a due o piti concentrazioni nell'intervallo da 1 a
50 pgfl, senza aggiungere liquami artificiali o altro substrato organico. La sostanza in esame rimasta in soluzione viene
misurata a intervalli regolari, ad esempio ogni ora, a seconda della sua degradabilita, per non pitt di 24 ore. Cen-
trifugare i campioni prima di sottoporli ad adeguata analisi.

Calcoli

6. 1 dati provenienti dalle unita SCAS vengono utilizzati per calcolare la percentuale di eliminazione della sostanza in
esame (paragrafo 54). E inoltre possibile calcolare la costante di velocita media, K, (corretta, per tenere conto della
concentrazione dei solidi in sospensione), ricorrendo alla formula seguente:

Klzl/t-ln%~1/55(l/gh)

t = tempo di aerazione (23 ore)

C, = concentrazione alla fine del periodo di aerazione (ug/l)
C; = concentrazione allinizio del periodo di aerazione (ug/l)
SS = concentrazione dei solidi dei fanghi attivi (g/l)

7. Nella prova breve, tracciare il logaritmo della concentrazione percentuale restante in funzione del tempo; la curva della
parte iniziale (degradazione 10-50 %) del grafico ¢ equivalente a K, la costante di (pseudo) primo ordine. Correggere la
costante in funzione della concentrazione dei solidi nei fanghi, dividendo la curva per la concentrazione di tali solidi. Il
risultato deve precisare anche le concentrazioni iniziali della sostanza in esame e dei solidi in sospensione, il tempo di
ritenzione dei fanghi, il carico e la fonte dei fanghi e indicare, se del caso, un'eventuale pre-esposizione alla sostanza in
esame.
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Variabilita dei risultati

8. La variabilita e altri aspetti della cinetica di biodegradazione sono stati discussi nel corso di una recente riunione del
SETAC (7). Gli studi discussi, sia quelli gia pubblicati sia quelli in fase progettuale, dovrebbero presto consentirci di
avere un'immagine pitt chiara della cinetica alla base del trattamento delle acque reflue negli impianti e permetterci
quindi una migliore interpretazione dei dati esistenti e di impostare in futuro delle linee guida pitt pertinenti per i
metodi di prova.
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C.10-B: Biofilm

INTRODUZIONE

1. Generalmente le prove di simulazione vengono svolte sulle sostanze che non superano la prova di screening per
la pronta biodegradabilita [capitolo C.4, lettere da A a F, del presente allegato (9)] ma superano invece quella per
la biodegradabilita intrinseca. In casi eccezionali, le prove di simulazione vengono applicate anche a sostanze
chimiche sulle quali ¢ necessario ottenere maggiori informazioni, specialmente le sostanze prodotte in grandi
quantitd; normalmente, viene applicata la prova a fanghi attivi (C.10-A). In alcuni casi, tuttavia, sono necessarie
informazioni specifiche relative al comportamento di una determinata sostanza quando viene sottoposta a metodi
di trattamento delle acque reflue che comportano il ricorso a biofilm, in particolare attraverso l'uso di filtri
percolatori, biodischi (rotating biological contactors) o letti fluidi; per venire incontro a tale necessita, sono state
sviluppate diverse soluzioni.

2. Gerike et al. (1) hanno sviluppato delle unita pilota costituite da filtri percolatori di grandi dimensioni, facendole
funzionare in modalita abbinata. [ filtri occupavano pero troppo spazio e richiedevano quantita relativamente
elevate di liquami o liquami artificiali. Truesdale et al. (2) hanno utilizzato filtri percolatori piti piccoli (1,83 m x
0,15 m di diametro) alimentati con liquami naturali privi di tensioattivi, ma che richiedevano comunque quantita
significative di liquami. Erano necessarie fino a 14 settimane per sviluppare un biofilm “maturo” e bisognava
attendere altre 4-8 settimane, dopo la prima introduzione del tensioattivo in esame, perché avvenisse I'acclima-
tazione.

3. Baumann et al. (3) sono ricorsi a un filtro molto pit piccolo che usava “fibra pile” di poliestere precedentemente
immersa in fanghi attivi come mezzo inerte di supporto per il biofilm. La sostanza in esame costituiva 'unica
fonte di carbonio e la biodegradabilita veniva valutata a partire dalle misure del DOC nell'affluente e nell'effluente
e dalla quantita di CO, nel gas emesso.

4. Gloyna et al. (4) hanno adottato un approccio completamente diverso e a loro si deve l'invenzione del reattore
tubolare rotante. Sulla superficie interna del tubo rotante (sull'area della superficie conosciuta) ¢ stato coltivato un
biofilm introducendo gli affluenti dall'estremita superiore del tubo (leggermente inclinato rispetto all'asse oriz-
zontale). 1l reattore ¢ stato utilizzato per studiare la biodegradabilita dei tensioattivi (5), lo spessore ottimale del
biofilm e la diffusione attraverso il film (6). Gloyna et al. hanno poi perfezionato e modificato il reattore in modo
da poter determinare il CO, nel gas emesso.
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5. 1l reattore tubolare rotante ¢ stato adottato dallo Standing Committee of Analysts del Regno Unito come metodo
standard per valutare la biodegradabilita delle sostanze chimiche (7) nonché la trattabilita e tossicita delle acque
reflue (8). Il metodo qui descritto presenta il vantaggio di essere semplice, compatto e riproducibile e di richiedere
quantita relativamente contenute di mezzo organico.

PRINCIPIO DELLA PROVA

6. Si applicano sulla superficie interna del tubo inclinato, facendolo ruotare lentamente, i liquami (artificiali o
domestici) e la sostanza in esame, introdotta separatamente o miscelata. Sulla superficie interna si sviluppa
uno strato di microrganismi, simili a quelli presenti sui biofiltri. Il funzionamento del reattore & calibrato in
modo da ottenere un'eliminazione adeguata della materia organica e, se necessario, l'ossidazione dell'ammonio.

7. Siraccolgono gli effluenti dal tubo e li si fa decantare efo filtrare prima di analizzarli per verificare la presenza del
DOC efo della sostanza chimica in esame, scegliendo un metodo specifico. Si fanno funzionare in parallelo le
unita di controllo che non ricevono la sostanza in esame, a fini di comparazione. Quando si effettuano le
misurazioni del DOC negli effluenti, si presume che la differenza fra le concentrazioni medie delle due unita (di
prova e di controllo) sia dovuta alla sostanza in esame o ai suoi metaboliti organici. Tale differenza ¢ confrontata
con la concentrazione della sostanza chimica in esame (in termini di DOC) negli affluenti, al fine di determinarne
I'eliminazione.

8. E generalmente possibile distinguere tra biodegradazione e bioassorbimento osservando con attenzione la curva
eliminazione-tempo; normalmente, la biodegradazione pud essere confermata da una prova di pronta biodegra-
dazione (consumo di ossigeno e produzione di diossido di carbonio) utilizzando un inoculo acclimatato estratto
alla fine della prova dai reattori che hanno ricevuto la sostanza in esame.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

9. E necessario disporre delle caratteristiche di purezza, idrosolubilita, volatilita e adsorbimento della sostanza in
esame, in modo da permettere la corretta interpretazione dei risultati.

10. Le sostanze chimiche volatili e scarsamente solubili non possono normalmente essere testate se non dopo aver
preso particolari precauzioni (cfr. capitolo C.10-A, appendice 5). E necessario conoscerne la struttura chimica o la
formula bruta per calcolare i valori teorici efo per controllare i valori dei parametri significativi, per esempio
ThOD (domanda teorica di ossigeno) e DOC.

11. Le informazioni sulla tossicita della sostanza chimica in esame per i microrganismi (cfr. capitolo C.10-A,
appendice 4) possono essere utili per una scelta mirata delle concentrazioni da sottoporre a prova e per
interpretare correttamente valori di biodegradazione bassi.

SOGLIE MINIME

12. Originariamente, 'immissione sul mercato dei tensioattivi era subordinata al raggiungimento di un tasso minimo
di biodegradazione primaria pari almeno all'80 %. Se il tasso dell'80 % non viene raggiunto, si pud applicare la
presente prova di simulazione (di conferma) e il tensioattivo ¢ immesso sul mercato solo se viene eliminato pitt
del 90 % della sostanza chimica specifica. In generale, per le sostanze chimiche, il problema di ottenere un
risultato positivo o negativo (pass/fail) non si pone e la percentuale di eliminazione ottenuta puod servire per un
calcolo approssimativo della probabile concentrazione nellambiente, da utilizzare nella valutazione dei rischi
dovuti alle sostanze chimiche. La percentuale di eliminazione del DOC ottenuta in diversi studi su sostanze
chimiche pure era superiore al 90 % in oltre tre quarti dei prodotti chimici che presentavano un grado di
biodegradabilita significativo ed era superiore all’80 % nel novanta per cento degli stessi.

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

13. Per assicurare il corretto svolgimento della procedura sperimentale & utile, a volte, testare in parallelo delle
sostanze chimiche il cui comportamento ¢ conosciuto. Si puo, ad esempio, ricorrere ad acido adipico, 2-fenil-
fenolo, 1-naftolo, acido difenico e 1-acido naftoico.

RIPRODUCIBILITA DEI RISULTATI DELLE PROVE
14. Un laboratorio situato nel Regno Unito ha calcolato una deviazione standard relativa del 3,5 % all'interno delle
prove e del 5% tra le prove (7).
DESCRIZIONE DEL METODO
Apparecchiatura

Reattori tubolari rotanti

15. Lapparecchiatura (cfr. appendice 8, figure 1 e 2) consiste in una serie di tubi acrilici, lunghi 30,5 ¢cm con
diametro interno di 5 cm, applicati su ruote con corone in gomma allinterno di una struttura di supporto in
metallo. I tubi, la cui superficie interna viene resa ruvida con lana abrasiva, hanno un bordo esterno alto circa
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0,5 cm che ne permette il fissaggio sulle ruote; all'estremita superiore (estremita di carico) si trova un bordo
interno di 0,5 cm, per la ritenzione dei liquidi. Occorre inclinare i tubi a un angolo di circa un grado rispetto al
piano orizzontale, per consentire che il mezzo di prova applicato ai tubi puliti resti in contatto con la loro
superficie per il tempo richiesto. Fare girare lentamente le ruote gommate attraverso un motore a velocita
variabile. Controllare la temperatura dei tubi collocandoli in una camera a temperatura costante.

16. Porre ciascun reattore tubolare in un tubo leggermente piti grande e chiuso da un tappo, assicurandosi che le
giunzioni siano a tenuta stagna, in modo da raccogliere in una soluzione alcalina il CO, del gas emesso, per poi
misurarlo (6).

17. Alimentare ogni tubo con mezzo organico contenente, se del caso, la sostanza in esame; prevedere per ciascun
tubo un recipiente della capacita di 20 1 per lo stoccaggio di sufficiente mezzo organico per 24 ore (A) (cfr. figura
2). Se richiesto, la sostanza chimica in esame puo essere dosata separatamente. Sul fondo di ciascun recipiente di
stoccaggio c’e un foro d'uscita collegato attraverso un tubicino idoneo, ad esempio in gomma siliconata, via una
pompa peristaltica (B) a un tubicino di alimentazione acrilico o in vetro che entra per 2-4 cm nell'estremita
superiore (di carico) del tubo inclinato (C). Leffluente sgocciola quindi dalla parte inferiore del tubo inclinato
verso un altro recipiente di stoccaggio (D). Far decantare l'effluente, o filtrarlo, prima di analizzarlo.

Apparecchio di filtrazione — centrifuga

18. I campioni vengono filtrati attraverso filtri a membrana di porosita idonea (diametro d’apertura nominale di
0,45 pm) che adsorbono le sostanze chimiche organiche solubili o rilasciano la minima quantita possibile di
carbonio organico. Se i filtri utilizzati rilasciano carbonio organico, occorre lavarli accuratamente con acqua calda
per rimuovere il carbonio organico lisciviato. In alternativa si pud usare una centrifuga in grado di girare a
40 000 m/s?.

19. Apparecchiatura di analisi che permette di determinare:
— DOC/carbonio organico totale (TOC) o domanda chimica di ossigeno (COD),
— sostanze chimiche specifiche (HPLC, GC ecc.) se richiesto,
— pH, temperatura, acidita, alcalinita,
— ammonio, nitrito e nitrato, se la prova ¢ svolta in condizioni nitrificanti.

Acqua

20. Acqua di rubinetto, contenente meno di 3 mg/l di DOC.
21. Acqua distillata o deionizzata, contenente meno di 2 mg/l di DOC.

Mezzo organico

22. Sono accettati quali mezzo organico i liquami artificiali, quelli domestici o una miscela di entrambi. E stato
dimostrato che I'uso di soli liquami domestici genera spesso un maggior tasso di eliminazione del DOC (nelle
unita a fanghi attivi) e consente addirittura la biodegradazione di alcune sostanze chimiche che non sono invece
biodegradate se si usano liquami artificiali ricostituiti secondo la formula OCSE. Si raccomanda quindi l'uso di
liquami domestici. Occorre misurare la concentrazione di DOC (o COD) in ciascun nuovo lotto di mezzo
organico e occorre conoscerne l'acidita o l'alcalinita. Se il mezzo organico presenta una bassa acidita o alcalinita
potrebbe essere necessario aggiungere un tampone idoneo (idrogenocarbonato di sodio o idrogenofosfato di
potassio) per mantenere un pH di circa 7,5 £ 0,5 nel reattore nel corso della prova. La quantita del tampone da
aggiungere, e quando aggiungerla, vanno decise caso per caso.

Liquami artificiali

23. Sciogliere per ogni litro di acqua di rubinetto i seguenti composti: 160 mg di peptone; 110 mg di estratto di
carne; 30 mg di urea; 28 mg di idrogenofosfato di potassio (K,HPO,); 7 mg di cloruro di sodio (NaCl); 4 mg di
cloruro di calcio diidrato (C,Cl,.2H,0); 2 mg di solfato di magnesio eptaidrato (MgSO,.7H,0). Questi liquami
artificiali ricostituiti secondo la formula OCSE costituiscono un esempio dove la concentrazione media di DOC
negli affluenti ¢ di circa 100 mg/l. In alternativa, utilizzare altre composizioni con la stessa concentrazione di
DOC, piu prossime ai liquami reali. I liquami artificiali, a base di acqua distillata, possono essere preparati in
forma concentrata e conservati a circa 1 °C per una settimana al massimo. Se occorre, diluire con acqua di
rubinetto (si tratta, peraltro, di un mezzo organico insoddisfacente in particolare perché la concentrazione di
azoto ¢ molto elevata e il tenore di carbonio ¢ relativamente basso, ma non & stata suggerita un’alternativa
migliore, se non attraverso l'aggiunta di un tampone fosfato e di peptone).
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Liquami domestici

24. Utilizzare liquami freschi decantati raccolti giornalmente in un impianto di trattamento delle acque reflue che
riceve principalmente liquami domestici. Occorre prelevare i liquami dallo stramazzo della vasca di sedimenta-
zione primaria oppure dall'alimentazione dellimpianto a fanghi attivi; i liquami devono essere il pili possibile
privi delle particelle piti grosse. I liquami possono essere utilizzati dopo averli stoccati anche per diversi giorni a
4°C, se & provato che il DOC (o la COD) non sono diminuiti in modo significativo (vale a dire di pitt del 20 %)
in fase di stoccaggio. Al fine di limitare eventuali perturbazioni al sistema, occorre correggere il DOC (o la COD)
di ogni nuovo lotto a un valore adeguato costante prima dell'uso, ad esempio diluendolo con acqua.

Lubrificante

25. Per lubrificare i rulli della pompa peristaltica, utilizzare glicerolo od olio d’oliva: entrambi sono adatti per i tubi in
gomma siliconata.

Soluzioni madre della sostanza in esame

26. Per le sostanze che presentano una solubilita adeguata, preparare delle soluzioni madre a concentrazioni idonee
(es.: da 1 a 5gfl) in acqua deionizzata o nella frazione minerale dei liquami artificiali. Per le sostanze insolubili,
cfr. capitolo C.10-A, appendice 5; non applicare il metodo alle sostanze chimiche volatili senza prima modificare
i reattori tubolari (paragrafo 16). Determinare il DOC e il TOC della soluzione madre e ripetere le misure per
ciascun nuovo lotto. Se la differenza tra il DOC e il TOC supera il 20 %, verificare l'idrosolubilita della sostanza
chimica in esame. Confrontare il DOC o la concentrazione della sostanza in esame misurata attraverso un’analisi
specifica della soluzione madre a valore nominale, per assicurarsi che il tasso di recupero sia sufficiente (solita-
mente deve superare il 90 %). Verificare, in particolare per le dispersioni, se il DOC puo essere utilizzato come
parametro analitico, o se invece si possa applicare solo una tecnica d’analisi specifica per la sostanza in esame. Le
dispersioni impongono il ricorso alla centrifuga dei campioni. Per ciascun nuovo lotto, misurare DOC, COD o la
sostanza in esame attraverso un’analisi specifica.

27. Determinare il pH della soluzione madre. I valori estremi indicano che l'aggiunta della sostanza chimica puo
influenzare il pH dei fanghi attivi nel sistema di prova. In tal caso, neutralizzare la soluzione madre per ottenere
un pH di 7 £ 0,5 ricorrendo a piccole quantita di acido o di base inorganica, evitando pero la precipitazione della
sostanza in esame.

PROCEDURA
Preparazione del mezzo organico da dosare

28. Pulire accuratamente, all'inizio e durante la prova, tutti i recipienti destinati ad affluenti ed effluenti e i tubi che li
collegano, per eliminare la proliferazione microbica.

29. Preparare giornalmente liquami artificiali freschi (paragrafo 23) a partire dai solidi o dalla soluzione madre
concentrata, diluendo con acqua di rubinetto. Misurare la quantita richiesta in un cilindro e aggiungerla in un
recipiente per gli affluenti, pulito. Inoltre, se necessario, aggiungere la quantita richiesta della soluzione madre
della sostanza in esame o della sostanza di riferimento ai liquami artificiali prima della diluzione. Per praticita o
per evitare eventuali perdite della sostanza, prepararne a parte una soluzione diluita, in un recipiente separato, e
caricarla nei tubi inclinati attraverso una diversa pompa dosatrice.

30. In alternativa (e preferibilmente), usare liquami domestici decantati freschi (paragrafo 24), se possibile raccolti
giornalmente.

Funzionamento dei reattori tubolari rotanti

31. Per valutare una singola sostanza chimica sono necessari due identici reattori tubolari, installati in un ambiente a
temperatura costante, normalmente a 22 * 2 °C.

32. Regolare la pompa peristaltica in modo da caricare 250 + 25 ml/h del mezzo organico (senza sostanza chimica)
nei tubi inclinati, che dovranno ruotare a 18 + 2 rpm. Applicare il lubrificante (paragrafo 25) ai tubicini della
pompa, all'inizio e a intervalli regolari durante la prova, per assicurare un funzionamento corretto e prolungare la
durata dei tubicini.

33. Regolare l'angolo di inclinazione dei tubi rispetto al piano orizzontale, in modo da produrre un tempo di
residenza di 125 * 12,5 sec per il carico nel tubo pulito. Fare una stima del tempo di ritenzione aggiungendo
al liquido erogato un marcatore non biologico (es.: NaCl, colorante inerte): il tempo necessario a raggiungere la
massima concentrazione negli effluenti viene considerato tempo medio di ritenzione (nel momento di massimo
sviluppo del film, il tempo di ritenzione puo aumentare fino a 30 minuti circa).

34. E stato confermato che i tassi, le velocita e i tempi indicati producono percentuali di eliminazione adeguate
(>80 %) del DOC (o COD) ed effluenti nitrificati. La portata del flusso va modificata se l'eliminazione e
insufficiente o se va simulato il funzionamento di un particolare impianto di depurazione. In quest'ultimo caso,
occorre continuare a regolare il dosaggio del mezzo organico fino a ottenere una prestazione del reattore identica
a quella dellimpianto di depurazione.
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Inoculazione

35. In caso si faccia uso di liquami artificiali, I'inoculazione per via aerea pud essere sufficiente ad avviare la
proliferazione dei microrganismi; altrimenti aggiungere al liquido erogato 1 ml/l di liquami decantati, per 3
giorni.

Misurazioni

36. Verificare, ad intervalli regolari, che i dosaggi e le velocita di rotazione rientrino nei limiti richiesti. Inoltre,
misurare il pH degli effluenti, specialmente se si prevede che si verifichi nitrificazione.

Campionamento e analisi

37. 1l metodo, la modalita e la frequenza del campionamento vengono scelti in funzione dello scopo prefisso della
prova. Ad esempio, ¢ possibile prelevare campioni di affluenti o effluenti con un campionamento istantaneo
oppure su un periodo pit lungo (es.: 3-6 ore). Nel corso del primo periodo, e quindi senza sostanza chimica in
esame, prelevare dei campioni due volte la settimana. Filtrare i campioni tramite membrane o centrifugarli a circa
40 000 m/sec? per pitt 0 meno 15 minuti (paragrafo 18). Potrebbe essere necessario far decantare efo passare i
campioni da un filtro grossolano prima di filtrarli tramite membrane. Determinare il DOC o la COD almeno due
volte e, se richiesto, il BOD, 'ammonio e i nitriti/nitrati.

38. Dopo la raccolta e la preparazione dei campioni, occorre svolgere le analisi il pit rapidamente possibile. In caso
fosse necessario rimandare le analisi, conservare i campioni a circa 4 °C al buio, in bottiglie piene ed ermetica-
mente chiuse. Se & necessario stoccare i campioni per pitt di 48 h, la conservazione pud avvenire tramite
congelazione, acidificazione o aggiunta di una sostanza tossica idonea [es. 20 ml/l di una soluzione di cloruro
di mercurio (II) a 10 g[l]. Assicurarsi che la tecnica di conservazione non incida sui risultati dell'analisi.

Periodo di attivazione

39. Si tratta del periodo nel quale il biofilm cresce fino ad ottenere lo spessore ottimale: generalmente due settimane
e comunque non pit di sei. L'eliminazione (paragrafo 44) del DOC (o della COD) aumenta e raggiunge un valore
di plateau: una volta raggiunto un valore di plateau simile in entrambi i tubi, sceglierne uno che diventera 'unita
di controllo per il resto della prova, durante la quale le loro prestazioni devono rimanere coerenti.

Addizione della sostanza chimica in esame

40. A questo punto, aggiungere all'altro tubo reattore la sostanza chimica in esame nella concentrazione richiesta, di
solito 10-20 mg C/l, mentre nel reattore di controllo viene aggiunto solo il mezzo organico.

Periodo di acclimatazione

41. Continuare a svolgere analisi con cadenza bisettimanale per il DOC (o la COD) e, se ¢ necessario valutare la
biodegradabilita, misurare anche la concentrazione della sostanza in esame attraverso analisi specifiche. Lasciare
acclimatare per un periodo da una a sei settimane (o piti a lungo se sussistono condizioni particolari) dopo la
prima addizione della sostanza in esame. Quando la percentuale di eliminazione (paragrafi 43-45) raggiunge il
valore massimo, ottenere 12-15 valori validi nella fase di plateau nel corso di 3 settimane per calcolare la
percentuale media di eliminazione. La prova ¢ considerata conclusa se si ¢ raggiunta una percentuale di elimi-
nazione sufficientemente alta. La prova non deve generalmente estendersi al di la delle 12 settimane a partire
dalla prima addizione della sostanza in esame.

Distacco del biofilm

42. Dalle pareti dei tubi si distaccano, ad intervalli piuttosto regolari, delle grandi quantita di biofilm. Per assicurare
che ci6 non incida sulla confrontabilita dei risultati, fare in modo che le prove coprano un periodo equivalente ad
almeno due cicli completi di crescita e distacco.

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

43. Per ogni valutazione programmata, calcolare la percentuale di eliminazione della sostanza in esame in termini di
DOC (o di COD) ricorrendo alla seguente equazione:

D, = 100 [C; — (E — E)]/C, %

dove:
D, = percentuale di eliminazione del DOC o della COD al tempo t;
C, = concentrazione del DOC (o della COD) negli affluenti dovuta alla sostanza chimica in esame, preferibil-

mente stimata a partire dalla concentrazione della soluzione madre immessa (mg/l) e dal suo volume;

— 177 —H§




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

2=}
I

valore del DOC (o della COD) misurato negli effluenti di prova al tempo t (mg/l);
E, = valore del DOC (o della COD) misurato negli effluenti di controllo al tempo t (mg/l).
Ripetere il calcolo per la sostanza chimica di riferimento, se sottoposta a prova.

Prestazioni del reattore di controllo

44. 1l grado di eliminazione del DOC o della COD (Dp) dal mezzo organico dell'unita di controllo ¢ utile per valutare
l'attivita di biodegradazione del biofilm nel corso della prova. Calcolare la percentuale di eliminazione ricorrendo
alla seguente equazione:

Dy = 100 (1 — Ey/C) %
dove:
C,, = DOC (o COD) del mezzo organico negli affluenti di controllo (mg/l).

45. Calcolare l'eliminazione (Dgy) della sostanza in esame, se misurata, ricorrendo a un metodo di analisi specifico ad
ogni misurazione, con la seguente equazione:

DST = 100 (1 — Se/Si) %

dove:

Si = concentrazione misurata o, preferibilmente, stimata della sostanza chimica in esame negli affluenti di
prova (mg/l)

Se = concentrazione misurata della sostanza chimica in esame negli effluenti di prova al tempo t (mg/l)

Se il metodo di analisi produce un valore positivo nei liquami non arricchiti equivalente a Sc mg|l, calcolare la
percentuale di eliminazione (Dgc) ricorrendo alla seguente equazione:

DSC = 100 (Si — Se + Sc)/(Si + Sc) %

Espressione dei risultati della prova

46. Tracciare su un grafico le curve dell'eliminazione D, e Dgp (0 Dge), se del caso, in funzione del tempo (cfr.
capitolo C.10-A, appendice 2). Utilizzare la media (arrotondata all'unitd pitt vicina) e la deviazione standard dei
12-15 valori ottenuti per Dy (e per Dgr, se disponibile) durante la fase di plateau, come percentuale di elimi-
nazione della sostanza in esame. A partire dall'andamento della curva di eliminazione si possono trarre alcune
conclusioni sui processi di eliminazione.

Adsorbimento

47. Se gia dallinizio della prova si osserva una forte eliminazione della sostanza in esame in termini di DOC, la
sostanza ¢ stata probabilmente eliminata tramite adsorbimento sul biofilm. Dovrebbe essere possibile confermare
tale ipotesi determinando la quantita della sostanza in esame adsorbita sui solidi distaccati dal film. E raro che
I'eliminazione del DOC delle sostanze adsorbibili si mantenga elevata nel corso di tutta la prova; normalmente, il
grado di eliminazione ¢ elevato all'inizio per poi declinare progressivamente fino a raggiungere un valore di
equilibrio. Tuttavia, se la sostanza chimica adsorbibile in esame fosse tale da causare, in un modo o nell’altro,
un'acclimatazione della popolazione microbica, I'eliminazione del DOC della sostanza chimica aumenterebbe fino
a raggiungere un elevato valore di plateau.

Fase di latenza

48. Molte delle sostanze chimiche in esame, analogamente a quanto avviene nelle prove di screening statiche,
attraversano una fase di latenza prima che avvenga una biodegradazione a pieno regime. Nel corso della fase
di latenza, l'acclimatazione o I'adattamento dei batteri degradanti avviene senza che si produca, o quasi, l'elimi-
nazione della sostanza in esame; in seguito i batteri cominciano a proliferare. Al termine di questa fase, quando
circa il 10 per cento della quantita iniziale della sostanza in esame viene eliminata (compreso anche per
adsorbimento, se del caso) si suppone, arbitrariamente, che inizi la fase di degradazione. Il tempo di latenza ¢
spesso notevolmente variabile e scarsamente riproducibile.

Fase di plateau

49. La fase di plateau di una curva di eliminazione in un test in continuo ¢ definita come la fase nella quale si
raggiunge il massimo livello di degradazione. La fase dovrebbe protrarsi per almeno 3 settimane ed essere
determinata attraverso la misurazione di 12-15 valori validi.
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Grado medio di eliminazione della sostanza chimica in esame

50. Calcolare il valore medio a partire dai valori di eliminazione D, (e Dy, se disponibile) della sostanza in esame
durante la fase di plateau. Arrotondata all'unita piu vicina (1 %), tale media rappresenta il grado di eliminazione
della sostanza in esame. Si raccomanda inoltre di calcolare I'intervallo di confidenza (95 %) del valore medio.
Utilizzare lo stesso metodo per calcolare il valore medio (Dy) di eliminazione del mezzo organico nel recipiente
di controllo.

Indicazione della biodegradazione

51. Se la sostanza in esame non viene adsorbita in modo significativo sul biofilm e se la curva di eliminazione
presenta il profilo tipico di una curva di biodegradazione con fasi di latenza, di degradazione e di plateau (cfr.
paragrafi 48 e 49), I'eliminazione misurata puo essere attribuita con certezza alla biodegradazione. Se il livello di
eliminazione ¢ alto in fase iniziale, la prova di simulazione non consente di distinguere tra i processi di
eliminazione biologici e abiotici. In questi casi, come nei casi in cui la biodegradazione suscita dubbi (ad esempio,
quando si osserva un fenomeno di stripping), occorre analizzare le sostanze in esame adsorbite su campioni del
biofilm oppure effettuare prove di biodegradazione statiche supplementari basate su parametri che indicano
chiaramente i processi biologici. Si tratta di prove che si basano sul consumo di ossigeno (capitolo C.4 del
presente allegato, lettere D, E e F) o sulla produzione di CO, (capitolo C.4-C, del presente allegato, ovvero prova
del CO, nello spazio di testa) (10); occorre usare come inoculo del biofilm pre-esposto proveniente dal reattore
idoneo.

52. Se sono state misurate sia I'eliminazione del DOC sia I'eliminazione della sostanza chimica specifica, la presenza
di differenze significative (essendo la prima inferiore alla seconda) tra le percentuali indica che gli effluenti
contengono dei prodotti organici intermedi probabilmente piu difficili da degradare rispetto al composto pro-
genitore, che vanno sottoposti ad analisi.

Validita dei risultati della prova
53. 1l test ¢ da considerare valido se il grado di eliminazione del DOC (o della COD), Dy, nelle unita di controllo &

superiore all’80 % dopo due settimane e se non si osserva alcun fenomeno insolito.

54. Se ¢ stata testata una sostanza (di riferimento) prontamente biodegradabile, il grado di biodegradazione deve
essere superiore al 90 % e la differenza tra i valori determinati nelle repliche non deve eccedere il 5 %. Se i due
criteri non vengono soddisfatti, ¢ necessario rivedere le procedure sperimentali efo prelevare i liquami domestici
da un’altra fonte.

55. Analogamente, i valori di biodegradazione ottenuti nelle unita replica dove ¢ stata trattata la sostanza in esame
(se ne sono state utilizzate), non devono presentare differenze superiori al 5 %. Se questo criterio non viene
rispettato ma i tassi di eliminazione sono alti, occorre continuare le analisi per altre tre settimane. Se il tasso di
eliminazione ¢ basso, si devono studiare gli effetti inibitori della sostanza chimica, se non sono gia conosciuti, e
ripetere la prova con una concentrazione pili bassa della sostanza, se possibile.

Relazione

56. La relazione sulla prova deve includere le seguenti informazioni:
Sostanza chimica in esame:
— dati identificativi,
— natura fisica e, se del caso, proprieta chimico-fisiche.
Condizioni sperimentali:
— qualsiasi modifica al sistema di prova, specialmente se vengono utilizzate sostanze insolubili o volatili,
— tipo di mezzo organico,

— proporzione e natura degli effluenti industriali presenti nei liquami, se I'informazione ¢ pertinente e cono-
sciuta,

— modalitd di inoculazione,

— soluzione madre della sostanza in esame: tenore in DOC (carbonio organico disciolto) e TOC (carbonio
organico totale); modalita di preparazione, se si tratta di una sospensione; concentrazione o concentrazioni
usate per la prova; giustificare, eventualmente, i valori che si discostano dall'intervallo 10-20 mg/l di DOC;
modalita di addizione; data della prima addizione; eventuali cambiamenti nella concentrazione,
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— tempo medio di ritenzione idraulica (senza crescita); velocita di rotazione del tubo; angolo di inclinazione
approssimativo, se possibile,

— dettagli sul distacco del biofilm; tempo e intensita,
— temperatura della prova e gamma di temperature,
— tecniche di analisi utilizzate.

Risultati della prova:

— tutti i dati derivanti dalle misurazioni: DOC, COD, analisi specifiche, pH, temperatura, sostanze azotate, se
rilevante,

— tutti i valori calcolati per D, (o D) Dy e Dg, presentati sotto forma di tabella e di curve di eliminazione,
— informazioni sulle fasi di latenza e di plateau, la durata della prova, il grado di eliminazione della sostanza in
esame, della sostanza di riferimento (se testata) e del mezzo organico (nellunita di controllo), insieme ad

informazioni statistiche e conclusioni sulla biodegradabilita e sulla validita della prova,

— discussione dei risultati.
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Appendice 8
Figura 1

Tubi rotanti
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Figura 2

Schema di flusso
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A: Recipiente di alimentazione

B: Pompa peristaltica

C: Tubo rotante

D: Recipiente di raccolta degli effluenti

DEFINIZIONI

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.

Sostanza chimica (in inglese chemical): occorre notare che il termine “chemical” viene ampiamente utilizzato negli accordi
UNCED e nei documenti posteriori e include sostanze, prodotti, miscele, preparazioni o qualsiasi altro termine utilizzato
nei sistemi esistenti per descrivere i prodotti chimici in questione.»

10) sono aggiunti i capitoli C.27, C.28, C.29 e C.30:

«C.27. PROVA DI TOSSICITA SU CHIRONOMIDE IN ACQUA-SEDIMENTO CON SEDIMENTO
ADDIZIONATO

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida OCSE n. 218 (2004) ed ¢ inteso a valutare gli effetti di
un'esposizione prolungata a sostanze chimiche su larve di Chironomus sp., un dittero che vive nei sedimenti di
acqua dolce. Tiene conto anche dei protocolli per le prove di tossicita su Chironomus riparius e Chironomus tentans
messi a punto in Europa (1) (2) (3) e in Nord America (4) (5) (6) (7) (8) e sottoposti a prove interlaboratorio (1)
(6) (9). E possibile utilizzare anche altre specie ben documentate, ad esempio Chironomus yoshimatsui (10) (11).

2. Questo metodo prevede che I'esposizione alla sostanza in esame avvenga a mezzo di sedimenti addizionati. La
scelta dello scenario d’esposizione dipende dalla finalita della prova. Lo scenario che consiste nell'addizionare i
sedimenti con la sostanza in esame ¢ inteso a simulare il persistere di livelli cumulativi della sostanza. In questo
sistema sperimentale sedimento-acqua ¢ il sedimento ad essere addizionato.

3. In genere le sostanze da saggiare su organismi che vivono nei sedimenti persistono a lungo in questo comparto.
Questi organismi possono essere esposti per diverse vie. Limportanza relativa di ogni via d'esposizione e il
tempo impiegato da ciascuna di esse per contribuire all'effetto tossico globale dipendono dalle proprieta fisico-
chimiche della sostanza in esame. Per le sostanze fortemente adsorbenti (ad esempio, con log K, > 5) oppure
per le sostanze che si legano in modo covalente al sedimento, l'ingestione di alimenti contaminati pud costituire
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una via d’esposizione importante. Per non sottovalutare la tossicita delle sostanze altamente lipofile, si puo
considerare I'opportunita di aggiungere alimenti al sedimento prima di applicare la sostanza in esame. Il presente
metodo, per tenere conto di tutte le possibili vie di esposizione, prevede un’esposizione a lungo termine: la prova
dura da 20 a 28 giorni per C. riparius e C. yoshimatsui, e da 28 a 65 giorni per C. tentans. Se occorrono dati a
breve termine per un fine specifico, ad esempio studiare gli effetti di una sostanza chimica instabile, ¢ possibile
ritirare dopo dieci giorni di prova le repliche supplementari allestite nell'ambito dello stesso impianto sperimen-
tale.

4. Gli endpoint misurati sono il numero totale di adulti comparsi e il tempo intercorso fino alla loro comparsa. Se
occorrono dati a breve termine, si consiglia di effettuare dopo dieci giorni le misurazioni relative alla soprav-
vivenza e alla crescita delle larve, utilizzando le eventuali repliche supplementari.

5. Si raccomanda di usare un sedimento artificiale, che presenta numerosi vantaggi rispetto a quello naturale:

— riduce la variabilita sperimentale in quanto costituisce una “matrice standardizzata” riproducibile, ed elimina
la necessita di trovare delle fonti di sedimenti pulite e incontaminate,

— consente di effettuare le prove in qualsiasi momento dellanno, senza che occorra tenere conto della
variabilita stagionale dei sedimenti, e non richiede di essere trattato prima delle prove per eliminare la fauna
indigena; riduce inoltre i costi associati alla raccolta sul terreno di quantita sufficienti di sedimento per le
prove di routine,

— ¢ possibile mettere a confronto e classificare le sostanze in base alla loro tossicita.
6. Lappendice 1 contiene le definizioni di termini utili ai fini del presente metodo.

PRINCIPIO DELLA PROVA

7. Si espongono dei chironomidi al primo stadio larvale a un intervallo di concentrazioni della sostanza in esame in
un sistema sedimento-acqua. La sostanza in esame ¢ aggiunta al sedimento e le larve al primo stadio vengo in
seguito introdotte nei becher dove le concentrazioni sedimento-acqua sono state stabilizzate. Le percentuali di
emergenza e crescita dei chironomidi sono misurate alla fine della prova. La sopravvivenza e il peso delle larve
possono essere misurati anche dopo 10 giorni, se necessario (utilizzando le eventuali repliche supplementari).
Questi dati sono analizzati tramite un modello di regressione per stimare la concentrazione che causerebbe una
riduzione percentuale x dell'emergenza, della sopravvivenza o della crescita delle larve (ad esempio CE;5, CEj,
ecc.), oppure mediante verifica di un’ipotesi statistica per determinare un valore NOEC/LOEC. Nel secondo caso
occorre confrontare i valori degli effetti con i valori di controllo per mezzo di prove statistiche.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

8. E necessario conoscere lidrosolubilita e la tensione di vapore della sostanza in esame, il coefficiente di ripar-
tizione misurato o calcolato nel sedimento e la sua stabilita nell'acqua e nel sedimento. Occorre inoltre disporre
di un metodo analitico affidabile per la quantificazione della sostanza in esame nell'acqua sovrastante, nellacqua
interstiziale e nel sedimento, di cui devono essere noti e riportati nella relazione l'accuratezza e il limite di
rivelabilita. E anche utile conoscere la formula strutturale e la purezza della sostanza in esame, come pure il suo
destino chimico (ad esempio, dissipazione, degradazione abiotica e biotica ecc.). Ulteriori orientamenti per
saggiare le sostanze con caratteristiche fisico-chimiche che rendono difficoltosa I'esecuzione delle prove sono
contenuti in (12).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

9. Per assicurarsi che il protocollo e le condizioni di prova siano affidabili si possono saggiare regolarmente delle
sostanze di riferimento. Tra i tossici di riferimento utilizzati con successo in prove interlaboratorio e studi di
validazione vi sono: lindano, trifluralin, pentaclorofenolo, cloruro di cadmio e cloruro di potassio (1) (2) (5) (6)
(13).

VALIDITA DELLA PROVA

10. Perché il test sia valido devono realizzarsi le seguenti condizioni:
— l'emergenza nei controlli deve arrivare almeno al 70 % alla fine del test (1) (6),

— per quanto riguarda C. riparius e C. yoshimatsui, 'emergenza allo stadio adulto nei recipienti di controllo deve
avvenire tra i 12 e i 23 giorni successivi alla loro introduzione nei recipienti; per C. tentans il periodo va da
20 a 65 giorni,

— 183 —E




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

— alla fine della prova, si devono misurare il pH e la concentrazione dell'ossigeno disciolto in ogni recipiente.
La concentrazione dell'ossigeno deve essere almeno il 60 % del suo valore di saturazione in aria (ASV) alla
temperatura applicata e il pH dellacqua sovrastante deve essere compreso tra 6 e 9 in tutti i recipienti di
prova,

— la temperatura dellacqua non deve variare di oltre + 1.0 °C e pu0 essere regolata per mezzo di un camera
isotermica, nel qual caso la temperatura ambiente dovra essere periodicamente confermata, a congrui inter-
valli di tempo.

DESCRIZIONE DEL METODO
Recipienti di prova

11. Lo studio & condotto in becher di vetro da 600 ml, di 8 cm di diametro. Possono essere utilizzati anche altri
recipienti, purché garantiscano profondita sufficiente ad accogliere il sedimento e l'acqua sovrastante. La super-
ficie del sedimento deve essere tale da offrire uno spazio da 2 a 3 cm? per larva. La profondita dello strato
sedimentario e la profondita dell'acqua sovrastante devono essere in un rapporto di 1:4. I recipienti e gli altri
apparecchi destinati ad entrare in contatto con il sistema di prova devono essere interamente di vetro o di altro
materiale chimicamente inerte (ad esempio Teflon).

Selezione delle specie

12. La specie che conviene utilizzare per la prova ¢ Chironomus riparius. Si puo utilizzare anche Chironomus tentans,
anche se ¢ pit difficile da manipolare e richiede un periodo di prova piti lungo. Si puo utilizzare anche
Chironomus yoshimatsui. Metodi di coltura di Chironomus riparius figurano nell'appendice 2. Sono reperibili infor-
mazioni anche sulle condizioni di coltura delle altre specie: Chironomus tentans (4) e Chironomus yoshimatsui (11).
Occorre identificare la specie prima dell'avvio della sperimentazione, ma non ¢ necessario farlo prima di ogni
singola prova se gli organismi sono stati coltivati dal laboratorio che esegue la sperimentazione.

Sedimento

13. Utilizzare di preferenza sedimento artificiale (detto anche sedimento formulato). Se si sceglie di utilizzare un
sedimento naturale, occorre caratterizzarlo, almeno quanto a pH e tenore di carbonio organico (la determina-
zione di altri parametri, come il rapporto C/N e la granulometria ¢ altrettanto raccomandata), e assicurarsi che
sia esente da ogni contaminazione e da altri organismi che potrebbero entrare in competizione con i chirono-
midi o consumarli. Prima di impiegare un sedimento naturale in una prova di tossicita su chironomidi, si
consiglia inoltre di farlo riposare per sette giorni alle stesse condizioni in cui verra realizzata la prova. Per
questo test si consiglia di utilizzare il sedimento artificiale basato su quello di cui al metodo di prova C.8 (14) e
costituito secondo la seguente formula (1) (15) (16):

a) 4-5 % (peso secco) di torba, con pH pilt vicino possibile a 5,5-6,0. E importante utilizzare torba sotto forma
di polvere, finemente macinata (granulometria < 1 mm) ed essiccata unicamente all'aria;

o

20 % (peso secco) di argilla caolinica (tenore di caolinite di preferenza superiore al 30 %);

¢) 75-76 % (peso secco) di sabbia quarzosa (composta in prevalenza da sabbia fine, con oltre il 50 % delle
particelle di granulometria compresa tra 50 e 200 pm);

&

aggiunta di acqua deionizzata fino ad ottenere un tenore di umidita totale della miscela compreso tra
30 e 50 %;

aggiunta di carbonato di calcio di qualita chimicamente pura (CaCO5) per aggiustare il pH della miscela finale
a 7,0£0,5. Il tenore di carbonio organico della miscela finale dovra essere del 2% (+ 0,5 %), ottenuto
aggiungendo le dovute quantita di torba e sabbia, come indicato in a) e ).

<o

14. La provenienza di torba, argilla caolinica e sabbia deve essere nota. Occorre verificare che i componenti del
sedimento non siano contaminati da sostanze chimiche (es.: metalli pesanti, composti organoclorurati o organo
fosforati ecc). L'appendice 3 contiene un esempio per la preparazione del sedimento artificiale. E possibile
mescolare componenti secchi, se si pud dimostrare che con l'aggiunta di acqua sovrastante non si verifica alcuna
separazione dei componenti del sedimento (es. particelle di torba che galleggiano) e che la torba o il sedimento
sono sufficientemente condizionati.

Acqua

15. Le acque che presentano le caratteristiche chimiche indicate alle appendici 2 e 4 sono considerate adatte per le
prove. E possibile utilizzare come acqua di allevamento e acqua di prova ogni tipo di acqua idonea, quali acqua
naturale (di superficie o freatica), ricostituita (cfr. appendice 2) o di rubinetto non clorata, se i chironomidi
riescono a sopravvivervi per la durata della coltura e della prova senza manifestare segni di stress. All'inizio della
prova, il pH dellacqua di prova dev'essere compreso tra 6 e 9 e la durezza totale non dev'essere superiore a
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400 mg(l (come CaCOj3). Utilizzare, pero, un'acqua meno dura se si sospetta il rischio di un'interazione tra gli
ioni che provocano la durezza e la sostanza in esame (nel qual caso il mezzo Elendt M4 non puo essere usato).
Utilizzare lo stesso tipo di acqua nel corso di tutta la prova. Misurare le caratteristiche della qualita dell'acqua
elencate nell'appendice 4 almeno due volte 'anno o quando si sospetta che possano essere cambiate significa-
tivamente.

Soluzioni madre — sedimenti addizionati

16. I sedimenti addizionati — alla concentrazione desiderata — vengono generalmente preparati aggiungendo una
soluzione della sostanza in esame direttamente al sedimento. La soluzione madre della sostanza in esame dissolta
in acqua deionizzata viene mescolata con il sedimento artificiale ricorrendo a un laminatoio, a un miscelatore
per mangimi oppure a mano. Se scarsamente solubile in acqua, la sostanza in esame pud essere disciolta nel
minor volume possibile di un solvente organico idoneo (per esempio esano, acetone, cloroformio). La soluzione
ottenuta va poi mischiata con 10 g di sabbia quarzosa fine per ciascun recipiente di prova. Il solvente va lasciato
evaporare e deve essere completamente eliminato dalla sabbia; la sabbia va poi mescolata alla quantita di
sedimento necessaria per un becher. Per solubilizzare, disperdere o emulsionare la sostanza in esame, si possono
impiegare soltanto agenti che volatilizzano rapidamente. Occorre tener conto, al momento di preparare il
sedimento, della sabbia contenuta nella sostanza in esame e nella miscela di sabbia (il sedimento, quindi, va
preparato utilizzando meno sabbia). Fare attenzione a che la sostanza in esame aggiunta al sedimento sia
perfettamente e omogeneamente distribuita al suo interno. Se necessario, analizzare dei sottocampioni per
verificare il grado di omogeneita.

DISEGNO SPERIMENTALE

17. 1l disegno comprende la selezione del numero delle concentrazioni di prova, e dell'intervallo fra esse, del numero
di recipienti per ciascun livello di concentrazione e del numero di larve per recipiente. E qui descritto il
procedimento da seguire per la stima puntuale della CE, la stima della NOEC e per l'esecuzione di una prova
limite.

Disegno per l'analisi di regressione

18. La concentrazione che determina un effetto (ad esempio CE;5, CE5() e l'intervallo di concentrazioni alle quali la
sostanza in esame produce un effetto interessante devono essere contemplati dalle concentrazioni incluse nella
prova. In genere la precisione e, in particolare, la validita della stima delle concentrazioni con effetto (CEy)
saranno maggiori quando la concentrazione con effetto rientra nell'intervallo di concentrazioni da testare.
Bisogna evitare di estrapolare risultati molto al di sotto della concentrazione efficace pitt debole o al di sopra
della concentrazione massima. E utile condurre una prova preliminare di determinazione dellintervallo di
concentrazioni per delimitare le concentrazioni su cui imperniare la prova (cfr. paragrafo 27).

19. Se si deve stimare la CEy occorre saggiare almeno cinque concentrazioni, allestendo tre repliche per ciascuna
concentrazione. In ogni caso, per ottenere una buona stima del modello, & consigliabile utilizzare un numero
sufficiente di concentrazioni. Il fattore tra una concentrazione e Ialtra non deve essere maggiore di due (salvo nel
caso in cui la curva dose/risposta sia poco accentuata). Il numero di repliche per trattamento puo essere
diminuito se si aumenta il numero di concentrazioni che danno risposte diverse. L'aumento del numero di
repliche o la riduzione degli intervalli tra le concentrazioni tendono a ridurre gli intervalli di confidenza per la
prova. Il numero delle repliche sara maggiore se si deve stimare la percentuale di sopravvivenza e la crescita delle
larve dopo 10 giorni.

Disegno per la stima di una NOEC/LOEC

20. Se occorre stimare la LOEC o la NOEC si saggeranno cinque concentrazioni con almeno quattro repliche, e il
fattore tra una concentrazione e l'altra non deve essere superiore a due. Il numero di repliche deve essere tale da
garantire una potenza statistica che consenta di rilevare una differenza del 20 % con l'unita di controllo, a un
grado di significativita statistica del 5% (p = 0,05). Per quanto riguarda la velocita di sviluppo, ¢ in genere
appropriata un‘analisi della varianza (ANOVA), come ad esempio il test di Dunnett o il test di Williams (17) (18)
(19) (20). Per il tasso di emergenza si puo utilizzare il test di Cochran-Armitage, il test esatto di Fisher (con
correzione secondo Bonferroni) o il test di Mantel-Haenszel.

Prova limite

21. Se la prova preliminare di determinazione dell'intervallo delle concentrazioni non ha prodotto alcun effetto, si
puo condurre una prova limite (una concentrazione di prova e un controllo). Lo scopo della prova limite ¢
quello di condurre un test con una concentrazione sufficientemente alta da consentire ai responsabili delle
decisioni di escludere eventuali effetti tossici della sostanza in esame; il limite va fissato a una concentrazione
la cui comparsa ¢ improbabile in tutte le situazioni. Si raccomanda un rapporto di 1 000 mg/kg (peso secco). Di
norma ¢ necessario allestire sei repliche sia per gli organismi trattati che per quelli di controllo. Occorre
dimostrare che la potenza statistica & sufficiente per rilevare una differenza del 20 % con gli organismi di
controllo, a un grado di significativita statistica del 5% (p = 0,05). Per quanto concerne la risposta in termini
di velocita di sviluppo e peso, il test t costituisce un metodo statistico adatto se i dati rispettano le condizioni
imposte da questo test (normalita, varianze omogenee). In caso contrario, si puo ricorrere al test t per varianze
disuguali 0 a un test non parametrico, come il test di Wilcoxon-Mann-Whithey. Quanto al tasso di emergenza, il
test esatto di Fisher ¢ appropriato.
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PROCEDURA
Condizioni di esposizione
Preparazione del sistema sedimento addizionato-acqua

22. Per lapplicazione della sostanza in esame (14), si raccomanda l'uso del processo di addizione descritto nel
metodo di prova C.8: Tossicita per i lombrichi. I sedimenti addizionati vengono posti nei recipienti e viene
aggiunta acqua sovrastante per produrre un rapporto volumetrico sedimento-acqua di 1:4 (cfr. paragrafi 11 e
15). La profondita dello strato sedimentario dev'essere tra 1,5 e 3 cm. Per evitare la separazione degli ingredienti
del sedimento e la risospensione delle particelle fini durante l'aggiunta dell'acqua, si puo ricoprire il sedimento
con un disco di plastica durante l'operazione di riempimento della colonna d’acqua, per poi ritirarlo a opera-
zione completata. Possono essere utilizzati anche altri dispositivi.

23. 1 recipienti cosi allestiti devono essere coperti (ad esempio, da piastre di vetro). Nel corso della prova si
provvedera, se necessario, ad aggiungere l'acqua necessaria a mantenere il volume originario per compensare
I'evaporazione, avendo cura di utilizzare acqua distillata o deionizzata per evitare I'accumulo di sali.

Stabilizzazione

24. Una volta che il sedimento addizionato sovrastato da uno strato d'acqua ¢ stato preparato, & preferibile lasciare
che la sostanza in esame si ripartisca tra la fase acquosa e il sedimento (3) (4) (6) (13); di preferenza, cio
dovrebbe avvenire nelle stesse condizioni di temperatura e aerazione utilizzate nella prova. Il tempo di equili-
bratura puo durare alcune ore, dei giorni o, in rari casi, fino a 4 o 5 settimane, a seconda del sedimento e della
sostanza chimica. Non occorre attendere il raggiungimento dell'equilibrio, perché molte sostanze rischiano di
degradarsi nel corso di questo periodo, ma ¢ raccomandato un tempo di attesa di 48 ore. Al termine di questo
periodo di equilibratura, occorre misurare la concentrazione della sostanza in esame nell'acqua sovrastante,
nellacqua interstiziale e nel sedimento, almeno alla concentrazione massima e a una piu bassa (cfr. paragrafo
38). Tali misurazioni analitiche della sostanza in esame consentono di calcolare il bilancio di massa e di
esprimere i risultati in funzione delle concentrazioni misurate.

Introduzione degli organismi di prova

25. Quattro o cinque giorni prima di introdurre gli organismi nei recipienti, si prelevano dalle colture ammassi di
uova e le si depositano in recipienti piccoli con il mezzo di coltura. Si puo utilizzare il mezzo vecchio prelevato
dalla coltura madre o un mezzo fresco. In questultimo caso, si aggiunge una piccola quantita di cibo, ad
esempio alghe verdi efo qualche goccia di filtrato di una sospensione di mangime per pesci in fiocchi (cfr.
appendice 2). Si devono utilizzare solo ammassi di uova appena deposti. Di solito le larve compaiono qualche
giorno dopo la deposizione delle uova (da 2 a 3 giorni per Chironomus riparius a 20 °C e da 1 a 4 giorni per
Chironomus tentans a 23 °C e Chironomus yoshimatsui a 25 °C) e la loro crescita avviene in quattro stadi, ciascuno
di una durata compresa tra 4 ¢ 8 giorni. Questa prova si applica al primo stadio larvale (2-3 oppure 1-4 giorni
dopo la schiusa). E possibile verificare lo stadio di sviluppo dei moscerini in base alle dimensioni della capsula
cefalica (6).

26. In ciascun recipiente contenente il sedimento addizionato e l'acqua si depositano, per mezzo di una pipetta
smussata, venti larve al primo stadio scelte a caso. L'acrazione dell'acqua deve essere interrotta per 24 ore dal
momento dell'introduzione delle larve nei recipienti (cfr. paragrafi 24 e 32). In base al disegno sperimentale
adottato (cfr. paragrafi 19 e 20), il numero di larve utilizzate per concentrazione ¢ almeno 60 per la stima
puntuale della CE e 80 per la determinazione della NOEC.

Concentrazioni di prova

27. Puo essere utile effettuare una prova preliminare per determinare la gamma delle concentrazioni per la prova
vera e propria. A tal fine si utilizza una serie di concentrazioni della sostanza in esame molto intervallate tra
loro. Applicando la stessa densita superficiale di chironomidi prevista per la prova vera e propria, i chironomidi
sono esposti ad ogni concentrazione della sostanza in esame per un periodo che consenta di stimare le
concentrazioni di prova adeguate e non ¢& necessaria alcuna replica.

28. Le concentrazioni di prova per la prova vera e propria sono decise in funzione dell'esito del saggio di deter-
minazione dellintervallo di concentrazione. Occorre saggiare almeno cinque concentrazioni, scelte in base a
quanto indicato nei paragrafi 18-20.

Controlli

29. La prova prevede l'allestimento di recipienti di controllo, senza la sostanza in esame ma con il sedimento, e un
congruo numero di repliche (cfr. paragrafi 19-20). Se la sostanza in esame ¢ stata applicata mediante un solvente
(cfr. paragrafo 16), si deve aggiungere un recipiente di controllo che contenga sedimento e solvente.
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Sistema di prova

30. Si impiegano sistemi statici. I sistemi semistatici oppure a flusso, con rinnovo intermittente o continuo dell'acqua
sovrastante, possono essere utilizzati in casi eccezionali, ad esempio se le specifiche della qualita dell'acqua
diventano inadeguate per gli organismi in esame oppure influiscono sull’equilibrio chimico (nel caso in cui, ad
esempio, i livelli di ossigeno disciolto si abbassino troppo, la concentrazione degli escreti aumenti eccessivamente
o i minerali prodotti dalla lisciviazione del sedimento alterino il pH efo la durezza dellacqua). E tuttavia
sufficiente e preferibile ricorrere ad altri metodi di miglioramento della qualita dell'acqua sovrastante, come
l'areazione.

Cibo

31. Le larve devono essere nutrite, di preferenza ogni giorno o almeno tre volte la settimana. Durante i primi 10
giorni la dieta giornaliera ritenuta adeguata per le larve in questo stadio consiste in 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg
per C. yoshimatsui) pro capite di mangime per pesci (sospensione acquosa o finemente macinato, del tipo Tetra-
Min o Tetra-Phyll; cfr. appendice 2). Pud essere necessario aumentare leggermente la dose per le larve pitt
vecchie: 0,5-1 mg per larva al giorno dovrebbe essere sufficiente per il resto della prova. Si diminuira la razione
di mangime di tutti gli organismi trattati e dei controlli se si osserva la comparsa di funghi o il decesso di
organismi di controllo. Se non si riesce ad arrestare lo sviluppo fungino occorre ripetere la prova. Se la prova
verte su sostanze fortemente adsorbenti (ad esempio, con log K, >5) o sostanze che si legano in modo
covalente al sedimento, la quantita di cibo necessaria alla sopravvivenza e alla crescita naturale degli organismi
puo essere incorporata al sedimento artificiale prima del periodo di stabilizzazione. In tal caso il mangime per
pesci ¢ sostituito con alimenti vegetali, ad esempio 0,5 % (peso secco) di foglie finemente macinate di ortica
(Urtica dioica), gelso (Morus alba), trifoglio bianco (Trifolium repens), spinacio (Spinacia oleracea) o di altro materiale
vegetale (Cerophyl o alfa cellulosa).

Condizioni di incubazione

32. L'acqua sovrastante dei recipienti & sottoposta a una moderata aerazione, di preferenza a partire da 24 ore dopo
l'introduzione delle larve e fino alla fine della prova (avendo cura che la concentrazione di ossigeno disciolto non
scenda sotto il 60 % del valore di saturazione dell'aria). L'aria ¢ insufflata tramite pipette Pasteur in vetro fissate a
2-3 cm sopra lo strato di sedimento (nella misura di una o poche bolle al secondo). Se la sostanza in esame ¢
volatile, va eventualmente considerato di sopprimere l'aerazione.

33. La prova ¢ effettuata a una temperatura costante di 20 °C (+ 2 °C). Per C. tentans e C. yoshimatsui la temperatura
consigliata ¢, rispettivamente, di 23 °C e 25°C (¢ 2°C). Il fotoperiodo ¢ di 16 ore e lintensita luminosa
compresa tra 500 e 1 000 lux.

Durata dell'esposizione

34. L'esposizione ha inizio con l'introduzione delle larve nei recipienti trattati e di controllo. La prova dura 28 giorni
per C. riparius e C. yoshimatsui, ¢ 65 giorni per C. tentans. Se i moscerini emergono prima, la prova pud
concludersi dopo almeno cinque giorni dall'emergenza dell'ultimo adulto di controllo.

Osservazioni
Emergenza

35. Si deve determinare il tempo di sviluppo e il numero totale di moscerini maschi e femmine adulti completa-
mente emersi. | maschi si distinguono facilmente perché dotati di antenne piumate.

36. 1 recipienti vanno osservati almeno tre volte la settimana, per verificare che non presentino attivita anomala
(abbandono del sedimento, movimenti natatori insoliti ecc.) rispetto a quelli di controllo. Durante il periodo della
prevista emergenza ¢ necessario contare tutti i giorni i moscerini emersi e registrare il sesso e il numero di quelli
completamente emersi. Una volta identificati, i moscerini sono tolti dai recipienti. Ogni ammasso di uova
deposto prima della fine della prova deve essere registrato e poi tolto per impedire I'introduzione di nuove
larve nel sedimento. Va registrato anche il numero delle pupe visibili che non sono riuscite ad emergere.
L'appendice 5 contiene indicazioni su come misurare 'emergenza.

Crescita e sopravvivenza

37. Se occorre rilevare i dati sulla sopravvivenza e la crescita della larve dopo 10 giorni, si allestiscono recipienti
supplementari all'inizio della prova da usare successivamente. Il sedimento di questi recipienti supplementari ¢
setacciato con un setaccio da 250 pm per trattenere le larve. La morte ¢ determinata da due criteri: I'immobilita o
I'assenza di reazione a uno stimolo meccanico. Anche le larve non recuperate devono essere contate tra i decessi
(¢ possibile che le larve morte all'inizio della prova siano state degradate da microbi). Dopo avere determinato il
peso secco (senza ceneri) delle larve sopravvissute per ogni recipiente, si calcola il peso secco individuale medio
per recipiente. Per determinare a quale stadio si trovano le larve sopravvissute si possono misurare le dimensioni
della capsula cefalica di ogni individuo.
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Misurazioni analitiche
Concentrazione della sostanza in esame

38. Prima di iniziare la prova (cioe prima di introdurre le larve), occorre prelevare campioni di sedimento da almeno
uno dei recipienti per ciascun trattamento, per determinare analiticamente la concentrazione nel sedimento della
sostanza in esame. Occorre analizzare, come minimo, dei campioni dellacqua sopranatante, dellacqua inter-
stiziale e del sedimento all'inizio della prova (cfr. paragrafo 24) e alla fine, e cio per la concentrazione massima e
per una piu bassa. La concentrazione della sostanza in esame ci informa sul comportamento/ripartizione della
sostanza nel sistema acqua-sedimento.

39. Quando si effettuano misurazioni intermedie (ad esempio, al settimo giorno) e se l'analisi richiede campioni
voluminosi che non possono essere prelevati dai recipienti senza influire sull'impianto sperimentale, le determi-
nazioni analitiche sono praticate su campioni prelevati da recipienti supplementari trattati allo stesso modo
(anche contenenti organismi di prova) ma non utilizzati per le osservazioni biologiche.

40. Per isolare l'acqua interstiziale si raccomanda di centrifugare i campioni, ad esempio, a 10 000 g e a 4°C per 30
minuti. Se perd ¢ dimostrato che la sostanza in esame non adsorbe sui filtri, ¢ accettabile anche la filtrazione. In
alcuni casi, se i campioni sono troppo piccoli, pud rivelarsi impossibile analizzare le concentrazioni nell'acqua
interstiziale.

Parametri fisici e chimici

41. 1l pH e la temperatura dei recipienti devono essere debitamente misurati (cfr. paragrafo 10). All'inizio e alla fine
della prova & necessario misurare la durezza dellacqua e il tenore di ammoniaca nei controlli e in un recipiente
trattato alla concentrazione massima.

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

42. Scopo di questa prova ¢ determinare leffetto della sostanza in esame sulla velocita di sviluppo e sul numero
totale di moscerini moscerini maschi e femmine adulti completamente emersi oppure, nel caso della prova a 10
giorni, gli effetti sulla sopravvivenza e sul peso delle larve. Se nulla indica che i due sessi presentano differenze
statistiche di sensibilita, ai fini dell'analisi statistica i risultati ottenuti sui maschi e sulle femmine possono essere
raggruppati. Le differenze di sensibilita tra i sessi possono essere valutate statisticamente tramite, ad esempio, il
test x°r x 2. La sopravvivenza delle larve e il peso secco individuale medio per recipiente devono essere
determinati dopo 10 giorni, se del caso.

43. Le concentrazioni con effetto espresse (basate sul peso secco), sono calcolate di preferenza sulla base delle
concentrazioni dei sedimenti misurate all'inizio della prova (cfr. paragrafo 38).

44. Per effettuare una stima puntuale della CE5, o di qualsiasi altra CEy, le statistiche per recipiente possono essere
usate alla stregua di repliche. Quando si calcola un intervallo di confidenza per una qualsiasi CEy occorre tener
conto della variabilita tra i recipienti oppure dimostrare che tale variabilita ¢ di entita trascurabile. Quando il
modello ¢ adattato mediante il metodo dei minimi quadrati, & necessario trasformare le statistiche per recipiente
al fine di aumentare l'omogeneita della varianza. I valori della CEx devono perd essere calcolati dopo che il
risultato ¢ stato ritrasformato nel suo valore originario.

45. Se lanalisi statistica mira a determinare la NOEC/LOEC mediante verifica di un’ipotesi, la variabilita tra i
recipienti deve essere presa in considerazione, ad esempio mediante un'analisi ANOVA gerarchica. In situazioni
dove non sussistono tutti i consueti presupposti per FANOVA si possono invece utilizzare test piti robusti (21).

Tasso di emergenza

46. I tassi di emergenza sono dati di tipo quantale e possono essere analizzati con il test di Cochran-Armitage
applicato in modo regressivo se si ipotizza un rapporto dose-risposta monotonico e i tassi di emergenza
corroborano questa ipotesi. In caso contrario, si puo utilizzare un test esatto di Fisher o un test di Mantel-
Haenszel con correzione dei valori p secondo Bonferroni-Holm. Se si osserva che la variabilita tra le repliche alla
stessa concentrazione ¢ maggiore di quanto una distribuzione binomiale indicherebbe (variazione spesso deno-
minata “extrabinomiale”), si applichera un test piti robusto (Cochran-Armitage o Fisher esatto) come proposto
alla nota (21).

Si determina la somma dei moscerini emersi per recipiente (n,) e la si divide per il numero di larve introdotte

(ny):

ER="
Mg
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dove:

ER = tasso di emergenza

=
I

. numero di moscerini emersi per recipiente

=
I

, = numero di larve introdotte per recipiente

47. Un’alternativa piti adatta ai campioni di grandi dimensioni, in presenza di varianza extrabinomiale, consiste nel
trattare il tasso di emergenza come una risposta continua e adottare procedure quali il test di William, se si
ipotizza che il rapporto dose-risposta sia monotonico e se i dati del tasso di emergenza corroborano tale ipotesi.
Conviene utilizzare il test di Dunnett quando l'ipotesi di monotonicita ¢ infondata. Ai fini di questa analisi un
campione ¢ considerato di grandi dimensioni quando il numero di moscerini emersi e il numero dei non emersi
sono entrambi superiori a cinque per replica.

48. Prima di applicare i metodi ANOVA, occorre dapprima trasformare i valori del tasso di emergenza (ER) per la
radice quadrata dell'arcoseno oppure secondo Freeman-Tukeylper ottenere una distribuzione prossima a quella
normale e livellare le varianze. Il test di Cochran-Armitage, il test esatto di Fisher (con correzione Bonferroni)
oppure il test di Mantel-Haenszel possono essere impiegati quando si utilizzano delle frequenze assolute. La
trasformazione con la radice quadrata dell'arcoseno consiste nel calcolare la funzione inversa del seno (seno™)
della radice quadrata del tasso di emergenza (ER).

49. Per i tassi di emergenza, i valori della CEy sono calcolati con un’analisi di regressione [oppure probit (22), logit,
Weibull, appositi software commerciali ecc.]. Se I'analisi di regressione ¢ inconcludente (ad esempio, quando vi
sono meno di due risposte parziali), si fa ricorso ad altri metodi non parametrici quali la media mobile o una
semplice interpolazione.

Velocita di sviluppo

50. Il tempo medio di sviluppo ¢ il tempo medio intercorso tra I'introduzione delle larve (giorno 0 della prova) e
'emergenza della coorte sperimentale di moscerini (per calcolare il tempo reale di sviluppo si deve tenere conto
dell'eta delle larve al momento dell'introduzione). La velocita di sviluppo ¢ inversamente proporzionale al tempo
di sviluppo (unita: 1/giorno) e consiste nella parte di sviluppo larvale che avviene quotidianamente. Per valutare
la tossicita nei sedimenti si preferisce far riferimento alla velocita di sviluppo perché, rispetto al tempo di
sviluppo, ha una varianza piit bassa e valori pitt omogenei e piit prossimi a una distribuzione normale. E anche
per questo che si possono applicare test parametrici potenti, pit adatti alla velocita di sviluppo che al tempo di
sviluppo. Se la velocita di sviluppo € trattata come risposta continua, i valori della CEx possono essere stimati
avvalendosi dell'analisi di regressione [ad esempio (23) (24)].

51. Per i test statistici seguenti, il numero di moscerini osservati il giorno x ¢ considerato essere emerso a meta
dell'intervallo tra il giorno x e il giorno x - 1 (I = lunghezza dell'intervallo di osservazione, di solito 1 giorno). La
velocita media di sviluppo per recipiente (x) ¢ calcolata come segue:

m
=) L

iz1 M
dove:
x: velocita media di sviluppo per recipiente
i: indice dellintervallo di osservazione
m: numero massimo di intervalli di osservazione
fi: numero di moscerini emersi nell'intervallo di osservazione i
n.: numero totale di moscerini emersi alla fine dell'esperimento (= 3 f;)

: velocita di sviluppo dei moscerini emersi nell'intervallo i

1

=)

day;: giorno dell'osservazione (contato a partire dallapplicazione)

X =

dove:

i lunghezza dell'intervallo d’osservazione i (espressa in giorni, di solito 1 giorno)
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52.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve contenere almeno le seguenti informazioni:
Sostanza in esame:

— natura fisica e, se del caso, proprieta fisico-chimiche (idrosolubilita, tensione di vapore, coefficiente di
ripartizione nel suolo (o nel sedimento, se disponibile), stabilita nellacqua ecc.),

— dati di identificazione chimica (nome comune, nome chimico, formula strutturale, numero CAS ecc.) com-
presi purezza e metodo di analisi per la quantificazione della sostanza in esame.

Specie in esame:

— animali utilizzati: specie, nome scientifico, provenienza degli organismi e condizioni di allevamento,
— informazioni sulla manipolazione degli ammassi di uova e delle larve,

— eta degli animali al momento della loro introduzione nei recipienti di prova.

Condizioni sperimentali:

— sedimento utilizzato (specificare se naturale o artificiale),

— se il sedimento ¢ naturale: ubicazione e descrizione del sito di campionamento del sedimento e, se possibile,
cronistoria della contaminazione; caratteristiche: pH, tenore di carbonio organico, rapporto C/N e granulo-
metria (se del caso).

— preparazione del sedimento artificiale: ingredienti e caratteristiche (tenore di carbonio organico, pH, tenore di
umidita ecc., allinizio della prova),

— preparazione dell'acqua per la prova (se l'acqua ¢ ricostituita) e caratteristiche (concentrazione dell'ossigeno,
pH, conduttivita, durezza ecc., all'inizio della prova),

— spessore del sedimento e profondita dell'acqua sovrastante,

— volume dell'acqua sovrastante e dellacqua interstiziale; peso del sedimento umido, con acqua interstiziale e
senza,

— recipienti di prova (materiale e dimensioni),

— metodo per I'addizione della sostanza al sedimento: concentrazioni utilizzate nella prova, numero di repliche
e, se del caso, solventi utilizzati,

— fase di stabilizzazione del sistema sedimento addizionato-acqua: durata e condizioni,
— condizioni di incubazione: temperatura, fotoperiodo e intensita luminosa, aerazione (frequenza e intensita),

— informazioni dettagliate sull'alimentazione, che comprendono il tipo di mangime, la preparazione, la quantita
e il regime di alimentazione.

Risultati:

— concentrazioni di prova, nominali e concentrate, e risultati di tutte le analisi condotte per determinare la
concentrazione della sostanza in esame nel recipiente di prova,

— qualita dell'acqua nei recipienti di prova, ossia pH, temperatura, ossigeno disciolto, durezza e ammoniaca,
— aggiunta di acqua per sostituire quella eventualmente evaporata,

— numero di moscerini maschi e femmine emersi, per ciascun recipiente e ciascun giorno,

— numero di larve non emerse come moscerini, per recipiente,

— peso secco individuale medio delle larve, per recipiente e, se del caso, per stadio larvale,

— percentuale di emergenza per replica e per concentrazione (risultati raggruppati per moscerini maschi e
femmine),
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— velocita media di sviluppo dei moscerini completamente emersi, per replica e per concentrazione sommini-
strata (risultati raggruppati per moscerini maschi e femmine),

— stime degli endpoint di tossicita, ad esempio per CEy (e relativi intervalli di confidenza), NOEC efo LOEC,
nonché metodi statistici utilizzati per determinarli,

— discussione dei risultati comprese le eventuali ripercussioni sui risultati dovute allo scostamento dal presente
metodo di prova.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Ai fini del presente metodo si applicano le seguenti definizioni:

Sedimento artificiale: sintetico o formulato, miscela di materiali utilizzati per simulare le componenti fisiche di un
sedimento naturale.

Acqua sovrastante: acqua posta sopra il sedimento nel recipiente di prova.
Acqua interstiziale: acqua che occupa lo spazio tra il sedimento e le particelle di terreno.
Sedimento addizionato: sedimento al quale ¢ stata aggiunta la sostanza in esame.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata seguendo il presente metodo di prova.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 2

Indicazioni per l'allevamento di Chironomus riparius

1. Le larve di Chironomus possono essere allevate in cristallizzatori o in grandi recipienti. Il fondo del recipiente &
ricoperto di un sottile strato di sabbia di quarzo dello spessore di circa 5-10 mm. Anche il Kieselguhr (ad esempio
l'articolo 8117 di Merck) ha dato prova di essere un substrato idoneo (nel qual caso ne basta uno strato ancora pitt
sottile, di pochi millimetri). Si aggiunge acqua di qualita adeguata ad un‘altezza di vari centimetri, avendo cura di
mantenere questo livello iniziale aggiungendo acqua in caso di evaporazione per prevenire il disseccamento. L'acqua
puo essere rinnovata completamente, se necessario. Fornire un‘aerazione moderata. I recipienti di allevamento devono
essere situati in apposite gabbie per impedire la fuga degli adulti emergenti. La gabbia dev'essere sufficientemente
grande per consentire agli adulti emersi di sfarfallare, condizione imprescindibile per la copulazione (dimensioni
minime: 30 x 30 x 30 cm).

2. Le gabbie devono essere tenute a temperatura ambiente, oppure a una temperatura costante di 20 + 2 °C, con un
fotoperiodo di 16 ore di luce (a un'intensita luminosa di circa 1 000 lux) e 8 ore di buio. Secondo le informazioni
disponibili, un'umidita relativa dell'aria inferiore a 60 % puo impedire la riproduzione.

Acqua di diluizione

3. Pud essere utilizzata qualsiasi acqua naturale o sintetica di qualita adeguata. Normalmente viene utilizzata acqua di
pozzo, acqua di rubinetto non clorata e mezzi artificiali (come Elendt M4 o M7, si veda di seguito). L'acqua deve
essere aerata prima dell'uso. Se necessario, si pud rinnovare I'acqua di allevamento versando o sifonando l'acqua usata
dai recipienti, facendo attenzione a non distruggere i tubi delle larve.

Alimentazione delle larve

4. Le larve di Chironomus sono nutrite con mangime per pesci in fiocchi (Tetra Min®, Tetra Phyll® o altra marca
registrata equivalente), in dose giornaliera di circa 250 mg per recipiente. Il mangime puo essere somministrato sotto
forma di polvere macinata secca o sospensione acquosa: si aggiunge 1,0 g di fiocchi a 20 ml di acqua di diluizione e
si agita la miscela per renderla omogenea. La dieta a base di questo preparato consiste in 5 ml al giorno per recipiente
(agitare prima dell'uso). La dose puo essere pitt abbondante per le larve pit vecchie.

5. Lalimentazione ¢ adattata in funzione della qualita dellacqua. Se il mezzo di coltura diventa torbido, occorre
somministrare meno mangime. Le quantita di mangime somministrate vanno controllate scrupolosamente: se scarse
faranno migrare le larve verso la colonna d’acqua, se in eccesso intensificheranno l'attivita microbica e abbasseranno
la concentrazione di ossigeno. La conseguenza, in entrambi i casi, potrebbe essere l'inibizione della crescita degli
organismi.

6. Nell'allestire i nuovi recipienti di allevamento ¢ possibile aggiungere anche alcune cellule di alghe verdi (come
Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris).

Alimentazione degli adulti emersi

7. Alcuni ricercatori suggeriscono, come mezzo di alimentazione per gli adulti emersi, un tampone di ovatta imbevuto
di una soluzione satura di saccarosio.

Emergenza

8. Alla temperatura di 20 = 2 °C gli adulti iniziano ad emergere dai recipienti di allevamento delle larve dopo circa 13-
15 giorni. I maschi si distinguono facilmente perché dotati di antenne piumate.

Ammassi di uova

9. Dal momento in cui si osserva la presenza di adulti nelle gabbie di allevamento, occorre controllare tre volte la
settimana, in tutti i recipienti, se sono stati depositati ammassi gelatinosi di uova. Se presenti, gli ammassi di uova
devono essere rimossi con cura e trasferiti in un recipiente piccolo contenente un campione dellacqua di alleva-
mento. Essi sono utilizzati per allestire un nuovo recipiente di allevamento (ad esempio, 2-4 ammassi per recipiente)
oppure per eseguire prove di tossicita.

10. Le larve al primo stadio compaiono di norma dopo 2-3 giorni.

Allestimento di nuovi recipienti di coltura

11. Una volta avviate le colture, dovrebbe essere possibile allestire un nuovo recipiente per la coltura di larve a cadenza
settimanale o meno spesso, secondo quanto richiesto dalla prova, ritirando i recipienti vecchi dopo che i moscerini
adulti sono emersi. Questo sistema permette di ottenere regolarmente una quota di adulti con un’organizzazione
minima.
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Preparazione delle soluzioni di prova M4 e M7

12. 1l mezzo M4 ¢ stato descritto da Elendt (1990). Il mezzo M7 & preparato come 'M4 tranne per le sostanze indicate
nella tabella 1, le cui concentrazioni nel mezzo M7 sono quattro volte inferiori rispetto al mezzo M4. Una
pubblicazione sul mezzo M7 ¢ in preparazione (Elendt, comunicazione personale). La soluzione di prova non
deve essere preparata secondo le istruzioni di Elendt e Bias (1990), perché le concentrazioni di NaSiO; 5 H,O0,
NaNO;, KH,PO, e K,HPO, indicate per la preparazione delle soluzioni madre non sono adatte.

Preparazione del mezzo M7

13. Ciascuna soluzione madre (I) ¢ preparata separatamente e a partire da queste soluzioni madri (I) si prepara la
soluzione madre combinata (I) (cfr. tabella 1). Per preparare il mezzo M7 mescolare 50 ml di soluzione madre
combinata (II) con i quantitativi di ogni soluzione madre con macronutrienti indicati nella tabella 2 e portare a 1 litro
aggiungendo acqua deionizzata. Per preparare una soluzione madre vitaminica, aggiungere tre vitamine allacqua
deionizzata, come indicato nella tabella 3, e versare 0,1 ml della soluzione madre combinata di vitamine al mezzo
M7 finale poco prima dell'uso La soluzione di vitamine combinate ¢ conservata in congelatore in piccole aliquote.
Aerare e stabilizzare il mezzo.

BIBLIOGRAFIA

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Edited by
M. Streloke and H.K6pp. Berlin 1995.

Tabella 1

Soluzioni madre di oligoelementi per i mezzi M4 e M7

Preparazione della soluzione madre
Quantita (mg) combin_ata (II):.mesco_lare_ le quantita Concentrazioni finali nelle
per formare una | seguenti (ml) di soluzioni madre (I) e oluzioni di prova (mg/l)
Soluzioni madre (I) soluzione di 1 | portare a 1 litro aggiungendo acqua sotuziont G prova {mg
litro con acqua deionizzata
deionizzata
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
Mndl, - 4 H,0 (!) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
srCl, - 6 H,O (!) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 (! 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 () (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O () (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Queste sostanze sono presenti in dosi diverse in M4 e M7, come indicato sopra.
(*) Queste soluzioni sono preparate separatamente, mescolate e messe immediatamente in autoclave.
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Tabella 2

Soluzioni madre di macronutrienti per i mezzi M4 e M7

Quantita per formare una | Quantita di soluzione madre di C trazioni finali dell
soluzione di 1 litro con acqua| macronutrienti aggiunta per ]on_c en rg. tont m;‘; 6&7
deionizzata preparare i mezzi M4 e M7 soluziont d prolva ¢

(mg) (i) (mgf)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184

Tabella 3

Soluzione madre vitaminica per i mezzi M4 e M7. Le tre soluzioni di vitamine sono mescolate in modo da
formare un’unica soluzione madre vitaminica.

Quantita per formare una Quantita di soluzione madre C trazioni finali dell
soluzione di 1 litro con acqua vitaminica aggiunta per lon_ccq rg'zlom 1111\:;1[; CIvC(7
deionizzata preparare i mezzi M4 e M7 souziont 1(]Er7]‘;a ¢
(mg) (mlfl) g

Tiamina cloridrato 750 0,1 0,075
Cianocobalamina (B12) 10 0,1 0,0010

Biotina 7,5 0,1 0,00075
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Appendice 3

PREPARAZIONE DEL SEDIMENTO ARTIFICIALE
Composizione del sedimento

1I sedimento ¢ preparato come illustrato nella tabella sottostante:

Componente Caratteristiche % di sedimento
peso secco

Torba Torba di sfagno, con pH pitl vicino possibile a 5,5-6,0, priva di | 4-5

residui visibili di piante, finemente macinata (granulometria < 1 mm)

ed essiccata all'aria
Sabbia di quarzo Granulometria: > 50 % delle particelle ha dimensioni comprese tra | 75-76

50 e 200 ym
Argilla caolinica Tenore di caolinite > 30 % 20
Carbonio organico Regolato aggiungendo torba e sabbia 2 (£0,5)
Carbonato di calcio CaCOs3, in polvere, chimicamente puro 0,05-0,1
Acqua Conduttivita < 10 puS/cm 30-50

Preparazione

Far essiccare all'aria e macinare finemente la torba. Preparare una sospensione della quantita richiesta di polvere di torba
in acqua deionizzata utilizzando un omogeneizzatore ad alte prestazioni. Aggiustare il pH della sospensione a 5,5 £ 0,5
con CaCO; Conservare per almeno due giorni la sospensione a temperatura di 20 £ 2 °C agitandola leggermente per
stabilizzare il pH e favorire il costituirsi di una flora microbica stabile. Misurare nuovamente il pH, che deve essere pari a
6,0 £ 0,5. Successivamente mescolare la sospensione di torba con gli altri componenti (sabbia e argilla caolinica) e con
acqua deionizzata, fino ad ottenere un sedimento omogeneo con tenore in acqua pari al 30-50 % del peso secco del
sedimento. Misurare ancora una volta il pH della miscela finale e aggiustare a 6,5-7,5 con CaCOj se necessario. Prelevare
campioni del sedimento per determinare il peso secco e il tenore di carbonio organico. Prima di impiegare il sedimento
artificiale in una prova di tossicita su chironomidi, si consiglia di conservarlo per sette giorni alle stesse condizioni in cui
si realizzera la prova.

Conservazione

I componenti secchi destinati alla preparazione del sedimento artificiale possono essere conservati in luogo fresco e
asciutto, a temperatura ambiente. Il sedimento artificiale (umido) non puo essere conservato prima del suo impiego per la
prova, ma deve essere utilizzato subito dopo il periodo di riposo di 7 giorni che ne conclude la preparazione.

BIBLIOGRAFIA
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Appendice 4

Caratteristiche chimiche di un’acqua di diluizione accettabile

Sostanza Concentrazioni
Particolato <20 mg/l
Carbonio organico totale < 2mgfl
Ammoniaca non ionizzata <1 pgll

Durezza espressa come CaCOj

< 400 mg/l (*)

Cloro residuo <10 pg/l
Pesticidi organofosforati totali <50 ngfl
Pesticidi organoclorurati totali pit difenili policlorurati <50 ngfl
Cloro organico totale <25 ngfl

(*) Utilizzare un’acqua meno dura se si sospetta il rischio di un’interazione tra gli ioni che provocano la durezza e la sostanza in esame (nel

qual caso il mezzo Elendt M4 non puo essere usato).
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Appendice 5

Indicazioni per monitorare I'emergenza delle larve di chironomidi

A partire dal 20° giorno fino alla fine della prova, in cima ai becher si collocano contenitori “trappola”. Un esempio di
trappola ¢ raffigurato nellimmagine sottostante.

\..______________,/

A: reticella di nylon D: aperture ricoperte di reticella attraverso cui si effettua il ri-
cambio dell'acqua

B: contenitore di plastica capovolto
E: acqua

C: becher senza beccuccio F: sedimento

C. 28. PROVA DI TOSSICITA SU CHIRONOMIDI IN SEDIMENTO-ACQUA CON ACQUA
ADDIZIONATA

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida OCSE n. 219 (2004) ed ¢ inteso a valutare gli effetti di
un’esposizione prolungata a sostanze chimiche su larve di Chironomus sp., un dittero che vive nei sedimenti di
acqua dolce. Si basa principalmente sulla linea guida della BBA che utilizza un sistema sperimentale sedimento-
acqua con terreno artificiale, in cui l'esposizione avviene nella colonna d'acqua (1) e tiene conto anche dei
protocolli per le prove di tossicita su Chironomus riparius e Chironomus tentans messi a punto in Europa e in Nord
America (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) e sottoposti a prove interlaboratorio (1) (6) (9). E possibile utilizzare anche altre
specie ben documentate, ad esempio Chironomus yoshimatsui (10 (11).

2. Questo metodo prevede che 'esposizione alla sostanza in esame avvenga a mezzo d’acqua addizionata. La scelta
dello scenario d’esposizione dipende dalla finalita della prova. Lo scenario d’esposizione, che consiste nell'addi-
zionare alla colonna d'acqua la sostanza in esame, ¢ inteso a simulare la dispersione di pesticidi nebulizzati e
copre il picco iniziale di concentrazioni nellacqua interstiziale. E utile anche per altri tipi di esposizione
(fuoriuscite di sostanze chimiche, ad esempio), tranne quando i processi di accumulo hanno durata superiore
a quella della prova.
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3. In genere le sostanze da saggiare su organismi che vivono nei sedimenti persistono a lungo in questo comparto.
L'esposizione di questi organismi pud avvenire per diverse vie. L'importanza relativa di ogni via d’esposizione e il
tempo impiegato da ciascuna di esse per contribuire all'effetto tossico globale dipendono dalle proprieta fisico-
chimiche della sostanza in esame. Per le sostanze fortemente adsorbenti (ad esempio, con log K, > 5) oppure
per le sostanze che si legano in modo covalente al sedimento, I'ingestione di alimenti contaminati pud costituire
una via d'esposizione importante. Per non sottovalutare la tossicita delle sostanze altamente lipofile, si pud
considerare I'opportunita di aggiungere cibo al sedimento prima di applicare la sostanza in esame. Il presente
metodo, per tenere conto di tutte le possibili vie di esposizione, prevede un’esposizione a lungo termine: la
prova dura da 20 a 28 giorni per C. riparius e C. yoshimatsui, e da 28 a 65 giorni per C. tentans. Se si ha bisogno
di dati a breve termine per un fine specifico, ad esempio studiare gli effetti di sostanze chimiche instabili, &
possibile ritirare dopo dieci giorni di prova le repliche supplementari allestite nell'ambito dello stesso impianto
sperimentale.

4. Gli endpoint misurati sono il numero totale di adulti emersi e il tempo intercorso fino alla loro emergenza. Se
occorrono dati a breve termine, si raccomanda di effettuare dopo dieci giorni le misurazioni relative alla
sopravvivenza e alla crescita delle larve, utilizzando le eventuali repliche supplementari.

5. Si raccomanda di usare un sedimento artificiale, che presenta numerosi vantaggi rispetto a quello naturale:

— riduce la variabilita sperimentale in quanto costituisce una “matrice standardizzata” riproducibile, ed elimina
la necessita di trovare delle fonti di sedimenti pulite e incontaminate,

— consente di effettuare le prove in qualsiasi momento dell'anno, senza che occorra tenere conto della
variabilita stagionale dei sedimenti, e non richiede di essere trattato prima delle prove per eliminare la fauna
indigena; riduce inoltre i costi associati alla raccolta sul terreno di quantita sufficienti di sedimento per le
prove di routine,

— consente di mettere a confronto e classificare le sostanze in base alla loro tossicita: i dati sulla tossicita
ricavati da prove con sedimenti naturali e artificiali sono comparabili per varie sostanze chimiche (2).

6. Lappendice 1 contiene le definizioni di termini utili ai fini del presente metodo.

PRINCIPIO DEL METODO

7. Si espongono dei chironomidi al primo stadio larvale a un intervallo di concentrazioni della sostanza in esame
in un sistema sedimento-acqua. La prova inizia introducendo le larve al primo stadio nei becher contenenti il
sistema sedimento-acqua e aggiungendo successivamente allacqua la sostanza in esame. La percentuale di
emergenza e la velocita di sviluppo dei chironomidi sono misurate alla fine della prova. Dopo 10 giorni, se
necessario, si misurano anche la sopravvivenza e il peso delle larve (utilizzando eventuali repliche supplemen-
tari). Questi dati sono analizzati tramite un modello di regressione per stimare la concentrazione che causerebbe
una riduzione percentuale x dellemergenza, della sopravvivenza o della crescita delle larve (ad esempio CE;s,
CEs ecc.), oppure mediante verifica di un’ipotesi statistica per determinare un valore LOEC/NOEC. Nel secondo
caso occorre confrontare i valori degli effetti con i valori di controllo per mezzo di prove statistiche.

INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

8. E necessario conoscere lidrosolubilita e la tensione di vapore della sostanza in esame, il coefficiente di ripar-
tizione misurato o calcolato nel sedimento e la sua stabilita nellacqua e nel sedimento. Occorre inoltre avvalersi
di un metodo analitico affidabile per la quantificazione della sostanza in esame nell'acqua sovrastante, nellacqua
interstiziale e nel sedimento, di cui devono essere noti e riportati nella relazione l'accuratezza e il limite di
rivelabilita. E anche utile conoscere la formula strutturale e la purezza della sostanza in esame, come pure il suo
destino chimico (ad esempio, dissipazione, degradazione abiotica e biotica ecc.). Ulteriori orientamenti per
saggiare le sostanze con caratteristiche fisico-chimiche che rendono difficoltosa l'esecuzione delle prove sono
contenuti in (12).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

9. Per assicurarsi che il protocollo e le condizioni di prova siano affidabili si possono saggiare regolarmente delle
sostanze di riferimento. Tra i tossici di riferimento utilizzati con successo in prove interlaboratorio e studi di
validazione vi sono: lindano, trifluralin, pentaclorofenolo, cloruro di cadmio e cloruro di potassio (1) (2) (5)
(6) (13).

VALIDITA DELLA PROVA

10. Perché la prova sia valida devono realizzarsi le seguenti condizioni:

— alla fine della prova I'emergenza nei controlli deve essere almeno pari al 70 % (1) (6),

— 200 —E
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— per quanto riguarda C. riparius e C. yoshimatsui, I'emergenza allo stadio adulto nei recipienti di controllo deve
avvenire tra i 12 e i 23 giorni successivi alla loro introduzione nei recipienti; per C. tentans il periodo va da
20 a 65 giorni,

— alla fine della prova, si devono misurare il pH e la concentrazione dell'ossigeno disciolto in ogni recipiente.
La concentrazione dell'ossigeno deve essere almeno il 60 % del suo valore di saturazione in aria (ASV) alla
temperatura applicata e il pH dell'acqua sovrastante deve essere compreso tra 6 e 9 in tutti i recipienti di
prova,

— la temperatura dell'acqua non deve variare di oltre + 1,0 °C e puo essere regolata per mezzo di una camera
isotermica, nel qual caso la temperatura ambiente dovra essere periodicamente confermata, a congrui
intervalli di tempo.

DESCRIZIONE DEL METODO
Recipienti di prova

11. Lo studio ¢ condotto in becher di vetro da 600 ml, di 8 cm di diametro. Possono essere utilizzati anche altri
recipienti, purché garantiscano profondita sufficiente ad accogliere il sedimento e 'acqua sovrastante. La super-
ficie del sedimento deve essere tale da offrire uno spazio da 2 a 3 cm? per larva. Lo spessore dello strato
sedimentario e la profondita dell'acqua sovrastante devono essere in rapporto 1:4. I recipienti e gli altri
apparecchi destinati ad entrare in contatto con il sistema sperimentale devono essere interamente di vetro o
di altro materiale chimicamente inerte (ad esempio Teflon).

Selezione delle specie

12. La specie che meglio si presta a questa prova ¢ Chironomus riparius. Chironomus tentans ¢ altrettanto adatto,
sebbene sia piu difficile da manipolare e richieda un periodo di prova pit lungo. Si puo utilizzare anche
Chironomus yoshimatsui. Le istruzioni sul metodo di allevamento di Chironomus riparius figurano nellappendice
2. Sono reperibili informazioni anche sulle condizioni di allevamento delle altre specie: Chironomus tentans (4) e
Chironomus yoshimatsui (11). Occorre identificare la specie prima dell'avvio della sperimentazione, ma non ¢
necessario farlo prima di ogni singola prova se gli organismi sono stati coltivati dal laboratorio che esegue la
sperimentazione.

Sedimento

13. Si utilizza di preferenza sedimento artificiale. Se si sceglie di utilizzare un sedimento naturale, occorre caratte-
rizzarlo, almeno quanto a pH e tenore di carbonio organico (la determinazione di altri parametri, come il
rapporto C/N e la granulometria ¢ altrettanto raccomandata), e assicurarsi che sia esente da ogni contaminazione
e da altri organismi che potrebbero entrare in competizione con i chironomidi o consumarli. Prima di impiegare
un sedimento naturale in una prova di tossicita su chironomidi, si raccomanda inoltre di mantenerlo per sette
giorni alle stesse condizioni in cui verra realizzata la prova. Per questo test si raccomanda di utilizzare il
sedimento artificiale basato su quello di cui al metodo di prova C.8 (14) e costituito secondo la seguente
formula (1) (15) (16):

4-5 % (peso secco) di torba, con pH piit vicino possibile a 5,5-6,0. E importante utilizzare torba sotto forma
di polvere, finemente macinata (granulometria < 1 mm) ed essiccata unicamente all'aria;

&

b) 20 % (peso secco) di argilla caolinica (tenore di caolinite di preferenza superiore al 30 %);

Keh

75-76 % (peso secco) di sabbia di quarzo (composta in prevalenza da sabbia fine, con oltre il 50 % delle
particelle di granulometria compresa tra 50 e 200 pm);

&

aggiunta di acqua deionizzata fino ad ottenere un tenore di umidita totale della miscela compreso tra
30 % e 50 %;

<o

aggiunta di carbonato di calcio di qualita chimicamente pura (CaCO5) per aggiustare il pH della miscela finale
a7,0zx0,5.

f) il tenore di carbonio organico della miscela finale dovra essere del 2 % (+ 0,5 %), ottenuto aggiungendo le
dovute quantita di torba e sabbia, come indicato in a) e c).

14. 1l luogo di provenienza di torba, argilla caolinica e sabbia deve essere noto. Occorre verificare che i componenti
del sedimento non siano contaminati da sostanze chimiche (ad esempio, metalli pesanti, composti organoclo-
rurati, composti organofosforici ecc.). Un esempio di preparazione del sedimento artificiale figura nell'appendice
3. 1 componenti possono anche essere mescolati allo stato secco, purché si dimostri che dopo l'aggiunta
dellacqua sovrastante non si separino (ad esempio, particelle di torba in sospensione) e che la torba o il
sedimento sono condizionati a sufficienza.
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Acqua

15. Le acque che presentano le caratteristiche chimiche indicate nelle appendici 2 e 4 per un'acqua di diluizione
accettabile sono considerate adatte per la prova. E possibile utilizzare come acqua di coltura e acqua di diluizione
qualsiasi acqua naturale (di superficie o freatica), acqua ricostituita (cfr. appendice 2) o acqua di rubinetto non
clorata se i chironomidi sopravvivono durante l'allevamento e la prova senza manifestare segni di stress.
All'inizio della prova il pH dell'acqua di prova deve situarsi tra 6 e 9 e la sua durezza complessiva non superare
400 mg/l di CaCO5_ Se per0 si sospetta che vi sia un'interazione tra gli ioni che determinano la durezza e la
sostanza in esame, occorre utilizzare un'acqua meno dura (in tal caso il mezzo Elendt M4 non ¢ idoneo). Lo
stesso tipo di acqua deve essere impiegato per tutta la prova. Le caratteristiche della qualita dell'acqua indicate
nell'appendice 4 vanno misurate almeno due volte I'anno oppure quando si sospetta che abbiano subito
un‘alterazione significativa.

Soluzioni madre — Acqua addizionata

16. Le concentrazioni sperimentali sono calcolate in base alle concentrazioni della colonna d’acqua, ossia l'acqua
sovrastante il sedimento. Le soluzioni di prova alle concentrazioni prescelte vanno in genere preparate per
diluizione di una soluzione madre. Le soluzioni madre devono preferibilmente essere preparate solubilizzando la
sostanza nel mezzo di prova. In alcuni casi pud rendersi necessario I'uso di solventi o disperdenti per ottenere
una soluzione madre di adeguata concentrazione. Tra i solventi che si possono usare vi sono: acetone, etanolo,
metanolo, etere monometilico del glicol etilenico, etere dimetilico del glicol etilenico, dimetilformammide e
glicol trietilenico. Disperdenti utilizzabili sono Cremophor RH40, Tween 80, metilcellulosa 0,01 % e HCO-40. La
concentrazione dellagente solubilizzante nel mezzo di prova finale deve essere minima (ossia < 0,1 ml/l) e
identica in tutti i trattamenti. Qualora si utilizzi un agente solubilizzante, questo non deve avere effetti signi-
ficativi sulla sopravvivenza né effetti negativi visibili sulle larve di chironomide, effetti che si ricavano dall'os-
servazione del recipiente di controllo trattato con solo solvente. L'uso di questi materiali dovrebbe tuttavia essere
evitato il pili possibile.

DISEGNO SPERIMENTALE

17. 11 disegno sperimentale comprende la selezione del numero delle concentrazioni della sostanza in esame e
dell'intervallo fra esse, il numero di recipienti per ciascun livello di concentrazione e il numero di larve per
recipiente. E qui descritto il procedimento da seguire per la stima puntuale della CE, la stima della NOEC e per
l'esecuzione di una prova limite. Come impostazione sperimentale, I'analisi di regressione ¢ da preferirsi alla
verifica di un’ipotesi.

Disegno per l'analisi di regressione

18. La concentrazione che determina un effetto (ad esempio CE;5, CE5q) e Iintervallo delle concentrazioni alle quali
la sostanza in esame produce un effetto d'interesse devono rientrare tra le concentrazioni incluse nella prova. In
genere la precisione e, in particolare, la validita della stima delle concentrazioni che determinano un effetto (CEy)
saranno maggiori quando la concentrazione con effetto rientra nell'intervallo delle concentrazioni da testare.
Bisogna evitare di estrapolare risultati molto al di sotto della concentrazione efficace minima o al di sopra di
quella massima. E utile condurre una prova preliminare di determinazione dell'intervallo delle concentrazioni per
delimitare quelle su cui impostare la prova (cfr. paragrafo 27).

19. Se si deve stimare la CEy occorre saggiare almeno cinque concentrazioni e allestire tre repliche per ciascuna
concentrazione. In ogni caso, per ottenere una buona stima del modello, ¢ consigliabile utilizzare un numero
sufficiente di concentrazioni. Il fattore tra una concentrazione e l'altra non deve essere maggiore di due (salvo nel
caso in cui la curva dosefrisposta sia poco accentuata). Il numero di repliche per trattamento pud essere
diminuito se si aumenta il numero di concentrazioni che danno risposte diverse. Laumento del numero di
repliche o la riduzione degli intervalli delle concentrazioni tendono a ridurre gli intervalli di confidenza per la
prova. Il numero delle repliche sara maggiore se si deve stimare la percentuale di sopravvivenza e crescita delle
larve dopo 10 giorni.

Disegno per la stima di una NOEC/LOEC

20. Se occorre stimare la LOEC/NOEC si saggeranno cinque concentrazioni con almeno quattro repliche, e il fattore
tra una concentrazione e l'altra non deve essere superiore a due. Il numero di repliche deve essere tale da
garantire una potenza statistica che consenta di rilevare una differenza del 20 % con gli organismi di controllo,
applicando una significativita statistica del 5 % (p = 0,05). Per quanto riguarda la velocita di sviluppo, ¢ in genere
appropriata un’analisi della varianza (ANOVA), come ad esempio il test di Dunnett o il test di Williams (17) (18)
(19) (20). Per il tasso di emergenza si puo utilizzare il test di Cochran-Armitage, il test esatto di Fisher (con
correzione secondo Bonferroni) o il test di Mantel-Haenszel.

Prova limite

21. Se la prova preliminare per determinare l'intervallo delle concentrazioni non ha prodotto alcun effetto, si puo
condurre una prova limite (una concentrazione di prova e un controllo). Scopo della prova limite ¢ di indicare
che la concentrazione tossica della sostanza in esame ¢ superiore alla concentrazione limite saggiata. Per questo
metodo di prova non ¢ possibile raccomandare una concentrazione precisa, che ¢ lasciata alla discrezione dei
regolatori. Di norma ¢ necessario allestire sei repliche sia per gli organismi trattati che per quelli di controllo.
Occorre dimostrare che la potenza statistica ¢ sufficiente per rilevare una differenza del 20 % con il controllo,
applicando una significativita statistica del 5 % (p = 0,05). Per quanto concerne la risposta in termini di velocita
di sviluppo e peso, il test t costituisce un metodo statistico idoneo se i dati rispettano le condizioni imposte da
questo test (normalita, varianze omogenee). In caso contrario, si pud ricorrere al test t per varianze disuguali o a
un test non parametrico, come il test di Wilcoxon-Mann-Whithey. Quanto al tasso di emergenza, il test esatto di
Fisher ¢ appropriato.
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PROCEDURA
Condizioni di esposizione
Preparazione del sistema addizionato acqua-sedimento

22. Si deposita nei recipienti una congrua quantita di sedimento artificiale (cfr. paragrafi 13-14 e appendice 3), in
modo da formare uno strato di almeno 1,5 cm. Si aggiunge acqua fino ad un’altezza di 6 cm (cfr. paragrafo 15).
Il rapporto tra spessore del sedimento e profondita dellacqua non deve essere superiore a 1:4 ¢ lo strato di
sedimento non deve oltrepassare i 3 cm. 1l sistema sedimento-acqua ¢ posto in moderata aerazione per sette
giorni prima di introdurvi gli organismi di prova (cfr. paragrafo 14 e appendice 3). Per evitare la separazione
degli ingredienti del sedimento e la risospensione delle particelle fini durante l'aggiunta dellacqua, si puo
ricoprire il sedimento con un disco di plastica durante I'operazione di riempimento della colonna d’acqua per
poi ritirarlo a operazione completata. Possono essere utilizzati anche altri dispositivi.

23. 1 recipienti cosi allestiti devono essere coperti (ad esempio, da piastre di vetro). Nel corso della prova si
provvedera, se necessario, ad aggiungere l'acqua necessaria a mantenere il volume originario per compensare
I'evaporazione, avendo cura di utilizzare acqua distillata o deionizzata per evitare I'accumulo di sali.

Introduzione degli organismi di prova

24. Quattro o cinque giorni prima di introdurre gli organismi nei recipienti, si prelevano dagli allevamenti ammassi
di uova e li si depositano in recipienti piccoli contenenti mezzo di coltura. Si puo utilizzare il mezzo vecchio
prelevato dalla coltura madre o un mezzo fresco. In questultimo caso, si aggiunge una piccola quantita di cibo,
ad esempio alghe verdi e/o qualche goccia di filtrato di una sospensione di mangime per pesci in fiocchi (cfr.
appendice 2). Si devono utilizzare solo ammassi di uova appena deposti. Di solito le larve compaiono qualche
giorno dopo la deposizione delle uova (da 2 a 3 giorni per Chironomus riparius a 20 °C e da 1 a 4 giorni per
Chironomus tentans a 23 C e Chironomus yoshimatsui a 25 °C) e la loro crescita avviene in quattro stadi, ciascuno
di una durata compresa tra 4 e 8 giorni. Questa prova si esegue al primo stadio larvale (2-3 oppure 1-4 giorni
dopo la schiusa). E possibile verificare lo stadio di sviluppo dei moscerini in base alle dimensioni della capsula
cefalica (6).

25. In ciascun recipiente contenente il sistema addizionato sedimento-acqua si distribuiscono casualmente, per
mezzo di una pipetta smussata, venti larve al primo stadio. L'acrazione dell'acqua deve essere interrotta per
24 ore dal momento dellintroduzione delle larve nei recipienti (cfr. paragrafi 24 e 32). In base al disegno
sperimentale adottato (cfr. paragrafi 19 e 20), il numero di larve utilizzate per concentrazione ¢ almeno 60 per
la stima puntuale della CE e 80 per la determinazione della NOEC.

26. Ventiquattrore dopo avere introdotto le larve, la sostanza da saggiare ¢ aggiunta nella colonna d'acqua sovra-
stante e i recipienti vengono di nuovo sottoposti a moderata aerazione. Piccoli volumi della soluzione conte-
nente la sostanza in esame sono iniettati con un pipetta sotto la superficie dell'acqua. In seguito si mescola
delicatamente l'acqua sovrastante, con la dovuta cautela per evitare la risospensione del sedimento.

Concentrazioni di prova

27. Puo essere utile effettuare una prova preliminare per determinare la gamma delle concentrazioni per la prova
vera e propria. A tal fine si utilizza a una serie di concentrazioni della sostanza in esame molto intervallate tra
loro. Applicando la stessa densita superficiale di chironomidi prevista per la prova vera e propria, i chironomidi
sono esposti ad ogni concentrazione della sostanza in esame per un periodo che consenta di stimare le
concentrazioni di prova adeguate e non ¢ necessaria alcuna replica.

28. Le concentrazioni sperimentali per la prova vera e propria sono decise in funzione dell'esito della prova di
determinazione dell'intervallo di concentrazione. Occorre saggiare almeno cinque concentrazioni, scelte in base a
quanto indicato nei paragrafi 18-20.

Controlli

29. La prova prevede l'allestimento di recipienti di controllo, senza la sostanza in esame ma con il sedimento, e un
congruo numero di repliche (cfr. paragrafi 19-20). Se la sostanza in esame ¢ stata applicata mediante un solvente
(cfr. paragrafo 16), si deve aggiungere un recipiente di controllo che contenga sedimento e solvente.

Sistema di prova

30. Si impiegano sistemi statici. I sistemi semistatici oppure a flusso, con rinnovo intermittente o continuo dellacqua
sovrastante, possono essere utilizzati in casi eccezionali, ad esempio se le specifiche della qualita dell'acqua
diventano inadeguate per gli organismi in esame oppure influiscono sull'equilibrio chimico (nel caso in cui, ad
esempio, i livelli di ossigeno disciolto si abbassino troppo, la concentrazione degli escreti aumenti eccessiva-
mente o i minerali prodotti dalla lisciviazione del sedimento alterino il pH efo la durezza dellacqua). E tuttavia
sufficiente e preferibile ricorrere ad altri metodi di miglioramento della qualita dellacqua sovrastante, come
l'aerazione.
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Alimentazione

31. Le larve devono essere nutrite, di preferenza ogni giorno o almeno tre volte la settimana. Durante i primi 10
giorni I'alimentazione giornaliera ritenuta adeguata per le larve giovani consiste in 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg per
C. yoshimatsui) pro capite di mangime per pesci (sospensione acquosa o finemente macinato, del tipo Tetra-Min o
Tetra-Phyll; cfr. appendice 2). Puo essere necessario aumentare leggermente la dose per le larve pitt vecchie: 0,5-
1 mg per larva al giorno dovrebbe essere sufficiente per il resto della prova. Si diminuira la razione di cibo di
tutti gli organismi trattati e dei controlli se si osserva la comparsa di funghi o il decesso di organismi di
controllo. Se non si riesce ad arrestare lo sviluppo fungino occorre ripetere la prova. Se la prova verte su
sostanze fortemente adsorbenti (ad esempio, con log K ., > 5) o sostanze che si legano in modo covalente al
sedimento, la quantita di cibo necessaria alla sopravvivenza e alla crescita naturale degli organismi puo essere
incorporata al sedimento artificiale prima del periodo di stabilizzazione. In tal caso il mangime per pesci ¢
sostituito con alimenti vegetali, ad esempio 0,5 % (peso secco) di foglie finemente macinate di ortica (Urtica
dioica), gelso (Morus alba), trifoglio bianco (Trifolium repens), spinacio (Spinacia oleracea) o di altro materiale
vegetale (Cerophyl o alfa cellulosa).

Condizioni di incubazione

32. L'acqua sovrastante dei recipienti ¢ sottoposta a una moderata aerazione, di preferenza a partire da 24 ore dopo
l'introduzione delle larve e fino alla fine della prova (avendo cura che la concentrazione di ossigeno disciolto
non scenda sotto il 60 % del suo valore di saturazione dell’aria). L'aria ¢ insufflata tramite pipette Pasteur in vetro
fissate a 2-3 cm sopra lo strato di sedimento (nella misura di una o poche bolle al secondo). Se la sostanza in
esame ¢ volatile, va eventualmente considerato di non aerare il sistema.

33. La prova ¢ effettuata a una temperatura costante di 20 °C (£ 2 °C). Per C. tentans e C. yoshimatsui la temperatura
raccomandata ¢, rispettivamente, di 23 °C e 25 °C (¢ 2 °C). Il fotoperiodo ¢ di 16 ore e lintensita luminosa
compresa tra 500 e 1 000 lux.

Durata dell'esposizione

34. L'esposizione ha inizio con l'introduzione delle larve nei recipienti trattati e di controllo. La prova dura 28 giorni
per C. riparius e C. yoshimatsui, e 65 giorni per C. tentans. Se i moscerini emergono prima, la prova puo
concludersi dopo almeno cinque giorni dall'emergenza dell'ultimo adulto di controllo.

OSSERVAZIONI
Emergenza

35. Si deve determinare il tempo di sviluppo e il numero totale di moscerini maschi e femmine adulti completa-
mente emersi. | maschi si distinguono facilmente perché dotati di antenne piumate.

36. I recipienti vanno osservati almeno tre volte la settimana, per verificare che non presentino attivita anomala
(abbandono del sedimento, movimenti natatori insoliti ecc.) rispetto a quelli di controllo. Durante il periodo
della prevista emergenza ¢ necessario contare tutti i giorni i moscerini emersi e registrare il sesso e il numero di
quelli completamente emersi. Una volta identificati, i moscerini sono tolti dai recipienti. Ogni ammasso di uova
deposto prima della fine della prova deve essere registrato e poi tolto per impedire l'introduzione di nuove larve
nel sedimento. Va registrato anche il numero delle pupe visibili che non sono riuscite ad emergere. L'appendice
5 contiene indicazioni su come misurare I'emergenza.

Crescita e sopravvivenza

37. Se occorre rilevare i dati sulla sopravvivenza e la crescita della larve dopo 10 giorni, si allestiscono recipienti
supplementari all'inizio della prova da usare successivamente. Il sedimento di questi recipienti supplementari ¢
setacciato con un setaccio da 250 pm per trattenere le larve. La morte ¢ determinata da due criteri: I'immobilita
o l'assenza di reazione a uno stimolo meccanico. Anche le larve non recuperate devono essere contate tra i
decessi (¢ possibile che le larve morte all'inizio della prova siano state degradate da microbi). Dopo avere
determinato il peso secco (senza ceneri) delle larve sopravvissute per ogni recipiente, si calcola il peso secco
individuale medio per recipiente. Per determinare a quale stadio si trovano le larve sopravvissute si possono
misurare le dimensioni della capsula cefalica di ogni individuo.

Misurazioni analitiche
Concentrazione della sostanza in esame

38. Occorre analizzare, come minimo, dei campioni dell'acqua sovrastante, dellacqua interstiziale e del sedimento
allinizio della prova (di preferenza un'ora dopo l'applicazione della sostanza in esame) e alla fine, e cio per la
concentrazione massima e per una pilt bassa. La concentrazione della sostanza in esame ci informa sul
comportamento/ripartizione della sostanza nel sistema acqua-sedimento. Dato che il prelievo di campioni di
sedimento all'inizio della prova pud perturbare I'impianto sperimentale (rimozione di larve, ad esempio), &
opportuno usare dei recipienti supplementari per effettuare i rilievi analitici all'inizio ed eventualmente durante
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la prova (cfr. paragrafo 39). Non ¢ necessario analizzare il sedimento se la ripartizione della sostanza in esame
tra l'acqua e il sedimento ¢ stata chiaramente determinata con uno studio acqua/sedimento condotto in con-
dizioni analoghe (ad esempio, rapporto sedimento/acqua, tipo di applicazione, tenore di carbonio organico nel
sedimento).

39. Quando si effettuano misurazioni intermedie (ad esempio, al settimo giorno) e se l'analisi richiede campioni
voluminosi che non possono essere prelevati dai recipienti senza influire sullimpianto sperimentale, le deter-
minazioni analitiche sono praticate su campioni prelevati dai recipienti supplementari trattati allo stesso modo
(anche contenenti gli organismi di prova) ma non utilizzati per le osservazioni biologiche.

40. Per isolare I'acqua interstiziale si raccomanda di centrifugare i campioni, ad esempio, a 10 000 g e a 4°C per 30
minuti. Se pero ¢ dimostrato che la sostanza in esame non adsorbe sui filtri, & accettabile anche la filtrazione. In
alcuni casi, se i campioni sono troppo piccoli, pud rivelarsi impossibile analizzare le concentrazioni nellacqua
interstiziale.

Parametri fisici e chimici

41. 11 pH, T'ossigeno disciolto nellacqua di prova e la temperatura dei recipienti devono essere debitamente misurati
(cfr. paragrafo 10). Allinizio e alla fine della prova ¢ necessario misurare la durezza dellacqua e il tenore di
ammoniaca nei controlli e in un recipiente trattato alla concentrazione massima.

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

42. Scopo di questa prova ¢ determinare leffetto della sostanza in esame sulla velocita di sviluppo e sul numero
totale di moscerini maschi e femmine adulti completamente emersi oppure, nel caso della prova a 10 giorni, gli
effetti sulla sopravvivenza e sul peso delle larve. Se nulla indica che i due sessi presentano differenze statistiche di
sensibilita, ai fini dell'analisi statistica i risultati ottenuti sui maschi e sulle femmine possono essere raggruppati.
Le differenze di sensibilita tra i sessi possono essere valutate statisticamente tramite, ad esempio, il test x*-r x 2.
La sopravvivenza delle larve e il peso secco individuale medio per recipiente devono essere determinati dopo 10
giorni, se del caso.

43. Le concentrazioni con effetto, espresse come concentrazioni nell'acqua sovrastante, sono calcolate di preferenza
sulla base delle concentrazioni misurate all'inizio della prova (cfr. paragrafo 38).

44. Per effettuare una stima puntuale della CE5, o di qualsiasi altra CEy, le statistiche per recipiente possono essere
usate alla stregua di repliche. Quando si calcola un intervallo di confidenza per una qualsiasi CEy occorre tener
conto della variabilita tra i recipienti oppure dimostrare che tale variabilita ¢ di entita trascurabile. Quando il
modello ¢ adattato mediante il metodo dei minimi quadrati, ¢ necessario trasformare le statistiche per recipiente
al fine di aumentare l'omogeneita della varianza. I valori della CEyx devono perd essere calcolati dopo che il
risultato ¢ stato ritrasformato nel suo valore originario.

45. Se l'analisi statistica mira a determinare la NOEC/LOEC mediante la verifica di ipotesi, la variabilita tra i recipienti
deve essere presa in considerazione, ad esempio con un'analisi ANOVA gerarchica. In situazioni dove non
sussistono tutti i consueti presupposti per TANOVA si possono invece utilizzare test pitt robusti (21).

Tasso di emergenza

46. I tassi di emergenza sono dati di tipo quantale e possono essere analizzati con il test di Cochran-Armitage
applicato in modo regressivo se si ipotizza un rapporto dose-risposta monotonico e i tassi di emergenza
corroborano questa ipotesi. In caso contrario, si pud utilizzare un test esatto di Fisher o un test di Mantel-
Haenszel con correzione dei valori p secondo Bonferroni-Holm. Se si osserva che la variabilita tra le repliche alla
stessa concentrazione ¢ maggiore di quanto una distribuzione binomiale indicherebbe (variazione spesso deno-
minata “extrabinomiale”), si applichera un test pitt potente (Cochran-Armitage o Fisher esatto) come proposto
in (21).

47. Si determina la somma dei moscerini emersi per recipiente (n) e la si divide per il numero di larve introdotte

(ny):

TE = —
Ng

dove:
TE = tasso di emergenza
n, = numero di moscerini emersi per recipiente

n, = numero di larve introdotte per recipiente
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48. Un'alternativa piti adatta ai campioni di grandi dimensioni, in presenza di varianza extrabinomiale, consiste nel
trattare il tasso di emergenza come una risposta continua e adottare procedure quali il test di William, se si
ipotizza che il rapporto dose-risposta sia monotonico e se i dati del tasso di emergenza corroborano tale ipotesi.
Conviene utilizzare il test di Dunnett quando l'ipotesi di monotonicita ¢ infondata. Ai fini di questa analisi un
campione ¢ considerato di grandi dimensioni quando il numero di moscerini emersi e il numero dei non emersi
sono entrambi superiori a cinque per replica.

49. Prima di applicare i metodi ANOVA, occorre trasformare i valori del TE per la radice quadrata dell'arcoseno
oppure secondo Freeman-Tukeylper ottenere una distribuzione prossima a quella normale e livellare le varianze.
1l test di Cochran-Armitage, il test esatto di Fisher (con correzione Bonferroni) oppure il test di Mantel-Haenszel
possono essere impiegati quando si utilizzano delle frequenze assolute. La trasformazione con la radice quadrata
dell'arcoseno consiste nel calcolare la funzione inversa del seno (seno’!) della radice quadrata del TE.

50. Per i tassi di emergenza, i valori della CEy sono calcolati con un’analisi di regressione [oppure probit (22), logit,
Weibull, appositi software commerciali ecc.]. Se I'analisi di regressione ¢ inconcludente (ad esempio, quando vi
sono meno di due risposte parziali), si fa ricorso ad altri metodi non parametrici quali media mobile o
interpolazione lineare.

Velocita di sviluppo

51. 1l tempo medio di sviluppo ¢ il tempo medio intercorso tra I'introduzione delle larve (giorno 0 della prova) e
'emergenza della coorte sperimentale di moscerini (per calcolare il tempo reale di sviluppo si deve tenere conto
dell'eta delle larve al momento dell'introduzione). La velocita di sviluppo ¢ inversamente proporzionale al tempo
di sviluppo (unita: 1/giorno) e consiste nella parte di sviluppo larvale che avviene quotidianamente. Per valutare
la tossicita nei sedimenti si preferisce far riferimento alla velocita di sviluppo perché, rispetto al tempo di
sviluppo, ha una varianza piit bassa e valori it omogenei e piit prossimi a una distribuzione normale. E anche
per questo che si possono applicare test parametrici potenti, pitt adatti alla velocita di sviluppo che al tempo di
sviluppo. Se la velocita di sviluppo € trattata come risposta continua, i valori della CEyx possono essere stimati
avvalendosi dell'analisi di regressione (ad esempio (23) (24)].

52. Per i test statistici seguenti, il numero di moscerini osservati il giorno x ¢ considerato essere emerso a meta
dell'intervallo tra il giorno x e il giorno x - 1 (I = lunghezza dell'intervallo di osservazione, di solito 1 giorno). La
velocita media di sviluppo per recipiente (x) ¢ calcolata come segue:

m
_ iXi
T Rl
im7 e

dove:
X: velocita media di sviluppo per recipiente
it indice dell'intervallo di osservazione

m:  numero massimo di intervalli di osservazione

fir numero di moscerini emersi nell'intervallo di osservazione i
n,:  numero totale di moscerini emersi alla fine dellesperimento (= 3 f3)
x; velocita di sviluppo dei moscerini emersi nell'intervallo i

X = 1/(dayi - %)

dove:
giorno;:  giorno dell'osservazione (contato a partire dall'applicazione)
Iz lunghezza dellintervallo d'osservazione i (espressa in giorni, di solito 1 giorno)

Relazione sulla prova

53. La relazione sulla prova deve contenere almeno le seguenti informazioni:
Sostanza in esame:

— natura fisica e, se del caso, proprieta fisico-chimiche (idrosolubilita, tensione di vapore, coefficiente di
ripartizione nel terreno — o nel sedimento, se noto —, stabilita nellacqua ecc.),

— identificazione chimica (nome comune, nome chimico, formula strutturale, numero CAS ecc.), purezza e
metodo di analisi per la quantificazione della sostanza in esame.
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Specie in esame:

— animali utilizzati: specie, nome scientifico, provenienza degli organismi e condizioni di allevamento,
— informazioni sulla manipolazione degli ammassi di uova e delle larve,

— eta degli animali al momento della loro introduzione nei recipienti di prova.

Condizioni sperimentali:

— sedimento utilizzato, ossia se naturale o artificiale,

— per il sedimento naturale, ubicazione e descrizione del sito di campionamento e, se possibile, cronistoria
della contaminazione; caratteristiche: pH, tenore di carbonio organico, rapporto C/N e granulometria (se del
caso),

— preparazione del sedimento artificiale: ingredienti e caratteristiche (tenore di carbonio organico, pH, umidita
ecc. all'inizio della prova),

— preparazione dell'acqua (se si utilizza acqua artificiale) e caratteristiche (concentrazione di ossigeno, pH,
conduttivita, durezza ecc. all'inizio della prova),

— spessore del sedimento e profondita dell'acqua sovrastante,

— volume dell'acqua sovrastante e dell'acqua interstiziale; peso del sedimento umido con e senza acqua inter-
stiziale,

— recipienti di prova (materiale e dimensioni),
— metodo di preparazione delle soluzioni madre e delle concentrazioni in esame,

— applicazione della sostanza in esame: concentrazioni utilizzate, numero di repliche e impiego di eventuali
solventi,

— condizioni d'incubazione: temperatura, fotoperiodo, intensita luminosa, aerazione (frequenza e intensita),

— informazioni dettagliate sull'alimentazione, che comprendano il tipo di mangime, la preparazione, la quantita
e il regime di alimentazione.

Risultati:

— concentrazioni nominali sperimentali, concentrazioni sperimentali misurate e risultati di tutte le analisi
condotte per determinare la concentrazione della sostanza in esame nel recipiente di prova,

— qualita dellacqua nei recipienti, ossia pH, temperatura, ossigeno disciolto, durezza e tenore di ammoniaca,
— sostituzione dell'eventuale acqua evaporata nel corso della prova,

— numero di moscerini maschi e femmine emersi, al giorno, per recipiente,

— numero di larve non emerse come moscerini per recipiente,

— peso secco individuale medio delle larve per recipiente, e per stadio larvale, se del caso,

— percentuale di emergenza per replica e per concentrazione (risultati raggruppati per moscerini maschi
femmine),

o

— velocita media di sviluppo dei moscerini completamente emersi per replica e per concentrazione sommini-
strata (risultati raggruppati per moscerini maschi e femmine),

— stime degli endpoint di tossicita, ad esempio CEy (e relativi intervalli di confidenza), NOEC efo LOEC, e
metodi statistici impiegati per determinarle,

— discussione dei risultati, comprese le eventuali ripercussioni sui risultati dovute allo scostamento dal presente
metodo di prova.
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Appendice 1

DEFINIZIONI
Ai fini del presente metodo si applicano le seguenti definizioni:

Sedimento artificiale, sintetico o formulato: una miscela di materiali usati per simulare i componenti fisici di un
sedimento naturale.

Acqua sovrastante: 'acqua al di sopra del sedimento nel recipiente di prova.
Acqua interstiziale o soluzione circolante: l'acqua che occupa lo spazio tra il sedimento e le particelle di terreno.
Acqua addizionata: I'acqua utilizzata per la prova alla quale ¢ stata aggiunta la sostanza in esame.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata utilizzando il presente metodo di prova.
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Appendice 2

Indicazioni per l'allevamento di Chironomus riparius

1. Le larve di Chironomus possono essere allevate in cristallizzatori o in grandi recipienti. Il fondo del recipiente ¢
ricoperto di un sottile strato di sabbia di quarzo dello spessore di circa 5-10 mm. Anche il Kieselguhr (ad esempio
l'articolo 8117 di Merck) ha dato prova di essere un substrato idoneo (nel qual caso basta uno strato ancora pitt
sottile di pochi millimetri). Si aggiunge acqua di qualita adeguata ad un‘altezza di vari centimetri, avendo cura di
mantenere questo livello iniziale aggiungendo acqua in caso di evaporazione per prevenire il disseccamento. L'acqua
puo essere rinnovata completamente, se necessario. Fornire un’aerazione moderata. | recipienti di coltura devono
essere situati in apposite gabbie per impedire la fuga degli adulti via via che emergono. La gabbia deve essere
sufficientemente grande per consentire agli adulti emersi di sfarfallare, condizione imprescindibile per la copulazione
(dimensioni minime: 30 x 30 x 30 cm).

2. Le gabbie devono essere tenute a temperatura ambiente, oppure a una temperatura costante di 20 + 2 °C, con un
fotoperiodo di 16 ore di luce (a un'intensita luminosa di circa.1 000 lux) e 8 ore di buio. Da alcuni studi si & appreso
che un'umidita relativa dell'aria inferiore a 60 % puo impedire la riproduzione.

Acqua di diluizione

3. Puo essere utilizzata qualsiasi acqua naturale o sintetica di qualita adeguata. Di solito si impiega acqua di pozzo,
acqua di rubinetto non clorata e mezzi artificiali (come Elendt M4 o M7, si veda di seguito). L'acqua deve essere
aerata prima dell'uso. Se necessario, si puod rinnovare 'acqua di coltura versando o sifonando l'acqua usata dai
recipienti facendo attenzione a non distruggere i tubi delle larve.

Alimentazione delle larve

4. Le larve di Chironomus sono nutrite con mangime per pesci in fiocchi (Tetra Min®, Tetra Phyll® o altra marca
registrata equivalente), in dose giornaliera di circa 250 mg per recipiente. Il mangime puo essere somministrato sotto
forma di polvere macinata secca o in sospensione acquosa: aggiungere 1,0 g di fiocchi a 20 ml di acqua di diluizione
e agitare la miscela per renderla omogenea. La dieta a base di questo preparato pud consistere in 5 ml al giorno per
recipiente (agitare prima dell'uso). La dose puo essere piti abbondante per le larve pitt vecchie.

5. Lalimentazione ¢ adattata in funzione della qualita dellacqua. Se il mezzo di coltura diventa torbido, occorre
somministrare meno mangime. Le quantita di mangime introdotte nei recipienti vanno controllate scrupolosamente:
se scarse faranno migrare le larve verso la colonna d’acqua, se in eccesso intensificheranno lattivita microbica e
abbasseranno la concentrazione di ossigeno. La conseguenza, in entrambi i casi, potrebbe essere I'inibizione della
crescita degli organismi.

6. Nell'allestire nuovi recipienti di allevamento ¢ possibile aggiungere anche alcune cellule di alghe verdi (come Scenede-
smus subspicatus, Chlorella vulgaris).

Alimentazione degli adulti emersi

7. Alcuni ricercatori suggeriscono, come mezzo di alimentazione per gli adulti emersi, un tampone di ovatta imbevuto
di una soluzione satura di saccarosio.

Emergenza

8. Alla temperatura di 20 * 2 °C gli adulti iniziano ad emergere dai recipienti di allevamento delle larve dopo circa 13-
15 giorni. I maschi si distinguono facilmente in quanto provvisti di antenne piumate.

Ammassi di uova

9. Dal momento in cui si osserva la presenza di adulti nelle gabbie di allevamento, occorre controllare tutti i recipienti
tre volte la settimana per vedere se sono state deposte le uova, sotto forma di ammassi gelatinosi. Gli ammassi di
uova devono essere rimossi con cura e trasferiti in un recipiente piccolo contenente un campione dell'acqua di
coltura. Essi sono utilizzati per preparare un nuovo recipiente di coltura (ad esempio, 2-4 ammassi per recipiente)
oppure per eseguire prove di tossicita.

10. Le larve al primo stadio nascono di norma dopo 2-3 giorni.

Allestimento di nuovi recipienti di coltura

11. Una volta avviate le colture, dovrebbe essere possibile allestire un nuovo recipiente per la coltura di larve a cadenza
settimanale o meno spesso, secondo quanto richiesto dalla prova, ritirando i recipienti vecchi dopo che i moscerini
adulti sono emersi. Questo sistema permette di ottenere regolarmente una quota di adulti con un’organizzazione
minima.
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Preparazione delle soluzioni di prova M4 e M7

12. 1l mezzo M4 ¢ stato descritto da Elendt (1990). Il mezzo M7 & preparato come 'M4 tranne per le sostanze indicate
nella tabella 1, le cui concentrazioni nel mezzo M7 sono quattro volte inferiori rispetto al mezzo M4. Una
pubblicazione sul mezzo M7 ¢ in preparazione (Elendt, comunicazione personale). La soluzione di prova non
deve essere preparata secondo le istruzioni di Elendt e Bias (1990), perché le concentrazioni di NaSiO; 5 H,0,
NaNO;, KH,PO, e K,HPO, indicate per la preparazione delle soluzioni madre non sono adatte.

Preparazione del mezzo M7

13. Ogni soluzione madre (I) & preparata separatamente e a partire da ciascuna di esse (I) si prepara la soluzione madre
combinata (Il) (cfr. tabella 1). Per preparare il mezzo M7 prelevare 50 ml di soluzione madre combinata (II),
mescolarla ai quantitativi di ogni soluzione madre con macronutrienti indicati nella tabella 2 e portare a 1 litro
aggiungendo acqua deionizzata. Per preparare una soluzione madre vitaminica, aggiungere tre vitamine a acqua
deionizzata, come indicato nella tabella 3, e versare 0,1 ml della soluzione madre combinata di vitamine al mezzo
M7 finale poco prima dell'uso (conservare la soluzione madre vitaminica in congelatore in piccole aliquote). Aerare e
stabilizzare il mezzo.

Tabella 1

Soluzioni madre di oligoelementi per i mezzi M4 e M7

Preparazione della soluzione
Quantita (mg) |madre combinata (I): mescolare le c P,
s X . - oncentrazioni finali nelle
per formare una | quantita seguenti (ml) di soluzioni soluzioni di prova (mg])
Soluzioni madre (1) soluzione di 1 madre (I) e portare a 1 litro p s
litro con acqua | aggiungendo acqua deionizzata
deionizzata
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, « 4 H,0 (') 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbC () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, » 6 H,0 () 3 040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (') 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, ¢ 2 H,0 (!) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, « 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zn(Cl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, * 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO; 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA « 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 « 7 H,0 () () 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(') Queste sostanze sono presenti in dosi diverse in M4 e M7, come indicato sopra.
(%) Queste soluzioni sono preparate separatamente, mescolate e messe immediatamente in autoclave.

Tabella 2

Soluzioni madre di macronutrienti per i mezzi M4 e M7

Quantita per formare una
soluzione di 1 litro con
acqua deionizzata

Quantitd di soluzione madre
di macronutrienti aggiunta
per preparare i mezzi

Concentrazioni finali nelle
soluzioni di prova M4 e M7

M4 e M7 (mg/l)

(mg) (mlfl)
CaCl, * 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, « 7 H,0 246 600 0,5 1233
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Quantita per formare una
soluzione di 1 litro con
acqua deionizzata

Quantita di soluzione madre
di macronutrienti aggiunta
per preparare i mezzi

Concentrazioni finali nelle
soluzioni di prova M4 e M7

(mg) M‘(*me]/lf;ﬂ (mgfl)
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; « 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 01 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Tabella 3

Soluzione madre vitaminica per i mezzi M4 e M7

Le tre soluzioni di vitamine sono mescolate in modo da formare un’unica soluzione madre vitaminica

Quantita per formare una
soluzione di 1 litro con
acqua deionizzata

Quantita di soluzione madre
vitaminica aggiunta per
preparare i mezzi M4 ¢ M7

Final concentrations in test
solutions M4 and M7

(mg) (i) (mgf)
Tiamina cloridrato 750 0,1 0,075
Cianocobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotina 7,5 0,1 0,00075
BIBLIOGRAFIA

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Edited

by M. Streloke and H.K6pp. Berlin 1995.

Elendt BP (1990). Selenium Deficiency in Crustacean. Protoplasma 154: 25-33.

Elendt BP and Bias W-R (1990). Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity
Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on LIFE History Parameters of D. magna. Water Research 24 (9):

1157-1167.




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 3

PREPARAZIONE DEL SEDIMENTO ARTIFICIALE

Composizione del sedimento

Il sedimento ¢ preparato come illustrato nella tabella sottostante:

% di sedimento
Componente Caratteristiche
peso secco

Torba Torba di sfagno, con pH pili vicino possibile a 5,5-6,0, priva di residui 4-5

visibili di piante, finemente macinata (granulometria < 1 mm) ed es-

siccata allaria
Sabbia di quarzo Granulometria: > 50 % delle particelle ha dimensioni comprese tra 50 75-76

e 200 pm
Argilla caolinica Tenore di caolinite > 30 % 20
Carbonio organico Regolato aggiungendo torba e sabbia 2 (£0,5)
Carbonato di calcio CaCOs, in polvere, chimicamente puro 0,05-0,1
Acqua Conduttivita < 10 pS/cm 30-50

Preparazione

Far essiccare all'aria e macinare finemente la torba. Preparare una sospensione della quantita richiesta di polvere di torba
in acqua deionizzata utilizzando un omogeneizzatore ad alte prestazioni. Aggiustare il pH della sospensione a 5,5 0,5
con CaCOj Conservare per almeno due giorni la sospensione a temperatura di 20 * 2 °C agitandola leggermente per
stabilizzare il pH e favorire il costituirsi di una flora microbica stabile. Misurare nuovamente il pH, che deve essere pari a
6,0 £ 0,5. Successivamente mescolare la sospensione di torba con gli altri componenti (sabbia e argilla caolinica) e con
acqua deionizzata, fino ad ottenere un sedimento omogeneo con tenore in acqua pari al 30-50 % del peso secco del
sedimento. Misurare ancora una volta il pH della miscela finale e aggiustare a 6,5-7,5 con CaCOj5 se necessario. Prelevare
campioni del sedimento per determinare il peso secco e il tenore di carbonio organico. Prima di impiegare il sedimento
artificiale in una prova di tossicita su chironomidi, si consiglia di conservarlo per sette giorni alle stesse condizioni in cui
si realizzera la prova.

Conservazione

I componenti secchi destinati alla preparazione del sedimento artificiale possono essere conservati in luogo fresco e
asciutto, a temperatura ambiente. Il sedimento artificiale (umido) non puo essere conservato prima del suo impiego per la
prova, ma deve essere utilizzato subito dopo il periodo di riposo di 7 giorni che ne conclude la preparazione.

BIBLIOGRAFIA

Capitolo C.8 del presente allegato. Tossicita per i lombrichi.

Meller M, Egeler P, Rombke ], Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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Appendice 4

Caratteristiche chimiche di un’acqua di diluizione accettabile

Sostanza Concentrazioni

Particolato <20 mgl
Carbonio organico totale <2 mgfl
Ammoniaca non ionizzata <1 pgfl
Durezza espressa come CaCO; < 400 mg/l (*)
Cloro residuo <10 pg/l
Pesticidi organofosforati totali <50 ngfl
Pesticidi organoclorurati totali piti difenili policlorurati <50 ngfl
Cloro organico totale <25 ngfl

(*) Utilizzare un’acqua meno dura se si sospetta il rischio di un’interazione tra gli ioni che provocano la durezza e la sostanza in esame (nel
qual caso il mezzo Elendt M4 non puo essere usato).
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Appendice 5

Indicazioni per monitorare I'emergenza delle larve di chironomidi

A partire dal 20° giorno fino alla fine della prova ¢ necessario collocare dei contenitori «trappola» in cima ai becher
utilizzati per la prova. Un esempio di trappola ¢ raffigurato nellimmagine sottostante.

SR e e

A: reticella di nylon (del tipo zanzarie- D: aperture protette da reticella attraverso cui si effettua il ricam-
ra) bio d'acqua

B: contenitore di plastica capovolto E: acqua

C: becher senza beccuccio F: sedimento

C.29. PRONTA BIODEGRADABILITA — CO, IN RECIPIENTI ERMETICI (prova del CO, nello spazio di
testa)

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida OCSE n. 310 (2006). Si tratta di un metodo di screening
che consente di valutare la pronta biodegradabilita delle sostanze chimiche e che fornisce informazioni analoghe
ai sei metodi di prova descritti nel capitolo C.4 del presente allegato (da A a F). Pertanto, una sostanza chimica
che risulta positiva a questo metodo di prova puod essere considerata prontamente biodegradabile e quindi
rapidamente biodegradabile nellambiente.

2. Lormai consolidato metodo del biossido di carbonio (CO,) (1), basato sul test originale di Sturm (2) che
permette di valutare la biodegradabilita delle sostanze chimiche organiche misurando il biossido di carbonio
prodotto dall’attivita microbica, ¢ in genere quello che meglio si presta a saggiare le sostanze chimiche poco
solubili e quelle fortemente adsorbenti. E utilizzato anche per le sostanze solubili (ma non volatili), poiché molti
ritengono che lo sviluppo di biossido di carbonio sia l'unica prova inequivocabile dellattivita microbica. Leli-
minazione del carbonio organico disciolto pud avvenire mediante processi fisico-chimici (adsorbimento, vola-
tilizzazione, precipitazione, idrolisi), nonché ad opera dellazione microbica e di molte reazioni non biologiche
che consumano ossigeno; ¢ raro che il CO, sia prodotto a partire da prodotti chimici organici per
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via abiotica. Nel test di Sturm originale e in quello modificato (1) (2), il CO, ¢ estratto dalla fase liquida ed
inviato negli assorbitori per gorgogliamento (ossia insufflando nel mezzo liquido l'aria trattata per eliminare il
CO,), mentre nella versione di Larson (3) (4) ¢ trasferito dal reattore agli assorbitori facendo passare nello spazio
di testa un flusso d'aria priva di CO, e, in pit, agitando il reattore in continuo. Solo nella versione modificata di
Larson il reattore viene agitato; l'agitazione ¢ prescritta solo per le sostanze insolubili nella norma ISO 9439 (5)
e nella versione originale degli Stati Uniti (6), entrambe le quali prescrivono il gorgogliamento invece della
sostituzione dell'aria nello spazio di testa. In un altro metodo ufficiale dell'agenzia statunitense per la protezione
dellambiente (US EPA) (7), che si basa sul metodo di Gledhill (8), il reattore agitato ¢ chiuso ermeticamente e il
CO, prodotto ¢ raccolto direttamente dalla fase gassosa in una trappola alcalina interna, come nel respirometro
classico di Warburg/Barcroft.

3. E stato tuttavia dimostrato, nellapplicazione della prova standard modificata di Sturm a varie sostanze chimiche
(9), che il carbone inorganico si accumula nel mezzo. Nella degradazione di 20 mg C/1 di anilina, ad esempio, si
¢ osservata una concentrazione di carbonio inorganico dell'ordine di 8 mg/l, da cui si ¢ desunto che la raccolta
di CO, nelle trappole alcaline non rispecchia la quantita reale di CO, prodotta dall'azione microbica nelle fasi
intermedie della degradazione. Pertanto, la prescrizione secondo la quale, per poter classificare la sostanza in
esame come prontamente biodegradabile, ¢ necessario raggiungere una produzione di CO, superiore al 60 %
della produzione massima teorica (ThCO,) nella fase di crescita di 10 giorni (“time window”, ossia i 10 giorni
immediatamente successivi al raggiungimento della soglia del 10 % di biodegradazione) non ¢ rispettata nel caso
di alcune sostanze chimiche che rientrerebbero in questa categoria utilizzando come criterio I'eliminazione del
carbonio organico disciolto (DOC).

4. Quando la degradazione percentuale ¢ inferiore al valore previsto, ¢ probabile che una quantita di carbonio
inorganico si sia accumulata nella soluzione di prova. La degradabilita puo allora essere valutata tramite le altre
prove di pronta biodegradabilita.

5. Altri inconvenienti del metodo di Sturm (laboriosita, tempi lunghi, propensione a errori sperimentali e non
applicabilita alle sostanze chimiche volatili) avevano gia indotto i ricercatori ad orientarsi verso una tecnica con
recipienti ermetici, diversa da quella di Gledhill, prescindendo dall'uso di un flusso di gas continuo (10) (11).
Boatman et al. (12) hanno riveduto i primi metodi e hanno adottato un sistema con spazio di testa chiuso, in cui
il CO, ¢ liberato nello spazio di testa alla fine dell'incubazione mediante acidificazione del mezzo. Il CO, era
misurato per gascromatografiafanalisi del carbonio inorganico in campioni prelevati automaticamente dallo
spazio di testa, senza pero tenere conto del carbonio inorganico disciolto (DIC) nella fase liquida. Inoltre, i
recipienti utilizzati erano molto piccoli (20 ml) e contenevano soltanto 10 ml di mezzo, il che era fonte di
problemi, ad esempio quando si aggiungevano quantitd necessariamente molto piccole di sostanze chimiche
insolubili, efo per il fatto che il mezzo inoculato rischiava di non contenere affatto i microrganismi in grado di
degradare le sostanze in esame o di contenerli in un numero insufficiente.

6. Tali problemi sono stati risolti dagli studi indipendenti di Struijs e Stoltenkamp (13) e di Birch e Fletcher (14),
questi ultimi ispirati dalla loro esperienza con le apparecchiature utilizzate nella prova di biodegradazione
anaerobica (15). Nel primo metodo (13) il CO, era misurato nello spazio di testa dopo lacidificazione e
I'equilibrazione, mentre nel secondo (14) il DIC era misurato nelle fasi gassosa e liquida, senza trattamento;
pitt del 90 % del carbonio inorganico formatosi era presente nella fase liquida. Entrambi i metodi presentavano
vantaggi rispetto al test di Sturm: poggiavano su un sistema sperimentale pili compatto e maneggevole, si
applicavano anche alle sostanze chimiche volatili ed evitavano che la misurazione del CO, prodotto fosse
ritardata.

7. 1 due approcci sono stati combinati nella norma ISO sul CO, nello spazio di testa (16), che ¢ stata sottoposta a
prove interlaboratorio (17) e costituisce la base del presente metodo di prova. Essi sono stati anche utilizzati nel
metodo dell’EPA (18). Sono stati raccomandati due metodi di misurazione del CO,: il CO, nello spazio di testa
dopo acidificazione (13) e il carbonio inorganico nella fase liquida dopo l'aggiunta di un agente alcalino in
eccesso. Questultimo ¢ stato introdotto da Peterson nel corso della prova interlaboratorio, condotta da CON-
CAWE (19), del presente metodo dello spazio di testa modificato, per misurare la biodegradabilita intrinseca. Nel
1992 ¢ stata effettuata una revisione dei metodi di cui al capitolo C.4 del presente allegato per la pronta
biodegradabilita (20) e le modifiche apportate in quella sede sono state integrate nel metodo di prova qui
descritto, cosicché le condizioni (mezzo, durata ecc.) sono per il resto identiche a quelle del test di Sturm
riveduto (20). Birch e Fletcher (14) hanno dimostrato che, sulle stesse sostanze, la prova dello spazio di testa
dava risultati molto simili a quelli della prova interlaboratorio condotta dallOCSE (21) dei metodi di prova
riveduti.

PRINCIPIO DEL METODO

8. La sostanza chimica in esame, normalmente a una concentrazione di 20 mg C/l e unica fonte di carbonio ed
energia, ¢ incubata in un tampone a base di sali minerali in cui ¢ stata inoculata una popolazione mista di
microrganismi. La prova ¢ eseguita in bottiglie ermeticamente chiuse contenenti aria nello spazio di testa, che
costituisce una riserva di ossigeno per la biodegradazione aerobica. Si determina il CO, sviluppatosi dalla
biodegradazione aerobica completa della sostanza in esame misurando la quantita eccedente di carbonio inor-
ganico prodotta nelle bottiglie rispetto a quella prodotta nelle bottiglie di controllo, che contengono solo il
mezzo inoculato. Il grado di biodegradazione ¢ espresso come percentuale della produzione massima teorica di
carbonio inorganico (ThIC), in base alla quantita di sostanza chimica in esame (in carbonio organico) aggiunta
all'inizio.

9. E anche possibile misurare Ieliminazione del DOC efo il grado di biodegradazione primaria della sostanza
chimica in esame (20).
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INFORMAZIONI SULLA SOSTANZA IN ESAME

10. Per poter calcolare la percentuale di degradazione occorre conoscere il tenore (% del peso) di carbonio organico
della sostanza chimica in esame, desumendolo dalla sua struttura chimica oppure misurandolo. Per le sostanze
volatili, ¢ utile misurare o calcolare la costante di Henry per determinare un rapporto adeguato tra il volume
dello spazio di testa e quello di liquido. Le informazioni sulla tossicita della sostanza in esame per i microrgani-
smi ajutano a scegliere la concentrazione sperimentale adatta e a interpretare i risultati quando indicano scarsa
biodegradabilita: si raccomanda di includere un controllo per I'inibizione, tranne nel caso in cui si sappia che la
sostanza in esame non inibisce l'attivita microbica (cfr. paragrafo 24).

APPLICABILITA DEL METODO

11. La prova si applica alle sostanze chimiche idrosolubili e insolubili, purché la sostanza in esame sia ben dispersa.
Se per il rapporto volumico spazio di testa/liquido si applica il rapporto raccomandato di 1:2, le sostanze volatili
la cui costante di Henry non supera 50 Pa.m’.mol ! possono essere saggiate, poiché la porzione di sostanza in
esame nello spazio libero non sara superiore all'l % (13). Si puo utilizzare uno spazio di testa di volume
inferiore per saggiare sostanze chimiche pit volatili, la cui biodisponibilita rischia tuttavia di essere limitante
soprattutto se sono poco idrosolubili. L'operatore deve pero assicurarsi che il rapporto volumico spazio di
testa/liquido e la concentrazione della sostanza in esame lascino ossigeno in quantita sufficiente da permettere
il compiersi di una biodegradazione acrobica completa (evitando, ad esempio, di usare un substrato molto
concentrato e uno spazio di testa ridotto). Ulteriori orientamenti a questo proposito si trovano nei riferimenti
bibliografici (13) e (23).

SOSTANZE CHIMICHE DI RIFERIMENTO

12. Occorre verificare il procedimento sperimentale saggiando in parallelo una sostanza di riferimento la cui
biodegradabilita sia nota. A tal fine si puo ricorrere all'anilina, al benzoato di sodio o al glicol etilenico quando
si saggiano sostanze chimiche idrosolubili, e all'l-ottanolo quando si saggiano sostanze chimiche poco solubili
(13). La biodegradazione di queste sostanze deve essere superiore al 60 % della ThIC dopo 14 giorni.

RIPRODUCIBILITA

13. Dalla prova interlaboratorio del metodo realizzata dall'ISO (17) sono emersi i seguenti risultati, ottenuti ap-
plicando le condizioni raccomandate, ivi compresa la concentrazione della sostanza in esame pari a 20 mg C/L.

Percentuale media Coefficiente di variazion
Sostanza chimica in esame di biodegradazione Oetie e((y) one Numero di laboratori
(28 giorni) v
Anilina 90 16 17
1-ottanolo 85 12 14

Con l'anilina, la variabilita interna della prova (riproducibilitd) & risultata bassa, con coefficienti di variabilita non
superiori a 5 % in quasi tutte le prove. Nei due casi con peggiore riproducibilita, la causa ¢ probabilmente una
produzione elevata di carbonio inorganico nei controlli. La riproducibilita con I'1-ottanolo ha dato risultati meno
soddisfacenti, risultando comunque inferiore al 10 % nel 79 % delle prove. Questa maggiore variabilita interna
della prova potrebbe derivare da errori di dosaggio, dato che il volume di 1-ottanolo da iniettare nelle bottiglie
era assai piccolo (3 to 4 pl). Si osservano coefficienti di variazione piti alti quando si utilizzano concentrazioni
pitt deboli della sostanza in esame, in particolare al di sotto di 10 mg C/l. Si puo in parte ovviare a questo
inconveniente riducendo la concentrazione del carbonio inorganico totale (TIC) nellinoculo.

14. Una prova interlaboratorio, organizzata dall'UE (24), di cinque tensioattivi a una concentrazione di 10 mg C/l ha
dato i seguenti risultati:

Percentuale media Coefficiente di variazione
Sostanza chimica in esame di biodegradazione %) Numero di laboratori
(28 giorni) v
Tetrapropilenbenzene 17 45 10
solfonato
Di-isoottilsulfosuccinato 72 22 9
(anionico)
Cloruro di esadecil-trimeti- 75 13 10
lammonio (*)
(cationico)
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Percentuale media - P

P S . Coefficiente di variazione . .

Sostanza chimica in esame di biodegradazione %) Numero di laboratori
0,

(28 giorni)

Isononilfenolo(etossillato) 41 32 10
(non ionico)

Cocoamidopropil 60 23 11
dimetilidrossi
sulfobetaina
(anfotero)

(*) 11 SiO, ¢ stato aggiunto per neutralizzare la tossicita.

Dai risultati si ricava che in generale la variabilita ¢ maggiore per i tensioattivi meno degradabili. La variabilita
interna della prova ¢ stata inferiore al 15 % in pit del 90 % dei casi, senza mai superare il 30-40 %.

NB:  La maggior parte dei tensioattivi non sono specie molecolari semplici bensi miscele di isomeri, omologhi
ecc. che degradano dopo periodi di latenza diversi e a diverse velocita cinetiche, dando luogo a curve
poco nette, attenuate, cosicché la soglia del 60 % rischia di non essere raggiunta nell'arco dei 10 giorni,
anche se ogni singola specie molecolare, se saggiata isolatamente, la raggiungerebbe. Questo fenomeno
puo essere osservato anche con altre miscele complesse.

DESCRIZIONE DEL METODO
Apparecchiatura

15. Normale attrezzatura da laboratorio e:

a) bottiglie da siero, chiuse ermeticamente con tappi di butile e ghiere di alluminio. La capacita raccomandata &
di 125 ml, ossia un volume totale di circa 160 ml (nel qual caso il volume noto di ciascuna bottiglia deve
essere di 160 + 1 ml). Si possono utilizzare bottiglie pit piccole se i risultati soddisfano le condizioni di cui ai
paragrafi 66 ¢ 67;

b) analizzatore di carbonio o altro strumento (ad esempio, gascromatografo) per misurare il carbonio inorga-
nico;

¢) siringhe ad alta precisione per i campioni gassosi e liquidi;

d) agitatore orbitale in ambiente termostatato;

e) flusso d’aria priva di CO, — pud esser preparata facendo passare un flusso d'aria attraverso granuli di calce

sodata o impiegando una miscela gassosa costituita da 80 % di N, e 20 % di 0, (facoltativo) (cfr. paragrafo
28);

f) dispositivo di filtrazione su membrana con porosita da 0,20 a 0,45 pm (facoltativo);

analizzatore di carbonio organico (facoltativo).

©Q

Reagenti

16. Impiegare sempre reagenti di grado analitico.

Acqua

17. Utilizzare acqua distillata o deionizzata con contenuto totale di carbonio organico < 1 mg/l. Questo valore
rappresenta una quantita < 5 % del tenore iniziale di carbonio organico introdotto dalla dose raccomandata della
sostanza chimica in esame.

Soluzioni madre per il mezzo a base di sali minerali

18. Le soluzioni madre e il mezzo a base di sali minerali sono simili a quelli della norma ISO 14593 (16) e delle
prove di “pronta biodegradabilita” descritte nel capitolo C.4 (20). Una concentrazione piti alta di cloruro di
ammonio (2,0 g/l invece di 0,5 g/l) ¢ da usarsi solo in casi molto eccezionali, ad esempio quando la concen-
trazione della sostanza in esame eccede i 40 mg C/l. Le soluzioni madre devono essere conservate al freddo e per
non pitt di sei mesi, o per meno tempo se si osserva una precipitazione o una proliferazione microbica.
Preparare le soluzioni madre seguenti:
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a) diidrogenofosfato di potassio (KH,PO,) 8,50 g
idrogenofosfato di potassio (K,HPO,) 21,75 g
sodio idrogenofosfato diidrato (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g
cloruro d’ammonio (NH,Cl) 0,50 g

Sciogliere in acqua e portare a 1 litro. Questa soluzione deve avere un pH pari a 7,4 (£ 0,2). Se cosi non
fosse, preparare una nuova soluzione;

g

cloruro di calcio diidrato (CaCl,.2H,0) 36,40 g

Sciogliere in acqua e portare a 1 litro;

Kelt

solfato di magnesio eptaidrato (Mg,SO,.7H,0) 22,50 g

Sciogliere in acqua e portare a 1 litro;

&

cloruro di ferro (Il) esaidrato (FeCl;.6H,0) 0,25 g
Sciogliere in acqua portando a 1 litro e aggiungere una goccia di HCl concentrato.

Preparazione del mezzo minerale

19. Mescolare 10 ml di soluzione (a) con 800 ml di acqua (paragrafo 17), aggiungere 1 ml delle soluzioni (b), (c) e
(d) e portare a 1 litro con acqua (paragrafo 17).

Altri reagenti

20. Acido fosforico concentrato (H;PO,) (> 85 % massa per volume).

Soluzione di idrossido di sodio 7M

21. Sciogliere 280 g di idrossido di sodio (NaOH) in 1 litro di acqua (paragrafo 17). Determinare la concentrazione
di DIC di questa soluzione e tenere conto di questo valore nel calcolo del risultato della prova (cfr. paragrafi 55 e
61), in particolare alla luce del criterio di validita di cui al paragrafo 66, lettera b). Preparare una nuova soluzione
se la concentrazione di DIC ¢ troppo alta.

Sostanza chimica in esame

22. Preparare una soluzione madre di una sostanza chimica sufficientemente solubile in acqua (paragrafo 17) oppure
nel mezzo di prova (paragrafo 19), a una concentrazione di preferenza 100 volte superiore alla concentrazione
finale da utilizzarsi nella prova; puo essere necessario aggiustare il pH della soluzione madre. La soluzione madre
deve essere aggiunta al mezzo minerale in modo da ottenere una concentrazione finale di carbonio organico tra
2 ¢ 40 mg CJl. di preferenza 20 mg C/l. Concentrazioni piti basse rischiano di diminuire la precisione. Le
sostanze liquide solubili e insolubili possono essere introdotte direttamente nei recipienti con siringhe ad alta
precisione. Le sostanze chimiche poco solubili e insolubili possono richiedere un trattamento speciale (25), da
scegliere tra i seguenti:

a) aggiunta diretta delle aliquote pesate note;

b) dispersione ultrasonica prima dell'aggiunta;

¢) dispersione con l'ausilio di agenti emulsionanti di cui occorre stabilire, prima dell'aggiunta, se esercitano un
effetto inibitorio o stimolante sull'attivita microbica;

d) adsorbimento della sostanza in esame liquida, o di una soluzione della sostanza in esame in un solvente
volatile adeguato, su un mezzo o un supporto inerte (ad esempio un filtro in fibra di vetro), seguito
dall'evaporazione del solvente, se utilizzato, e dall'aggiunta diretta delle aliquote note;

e) introduzione in un recipiente vuoto di un‘aliquota nota di una soluzione della sostanza chimica in esame in

un solvente facilmente volatile, seguita da evaporazione del solvente.
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Occorre saggiare gli agenti o i solventi di cui alle lettere ¢), d) ed e) per verificare se hanno un effetto stimolante
o inibitorio sullattivita microbica [cfr. paragrafo 42, lettera b)].

Sostanze chimiche di riferimento

23. Preparare una soluzione madre della sostanza chimica di riferimento (solubile) in acqua (paragrafo 17), a una
concentrazione di preferenza 100 volte superiore alla concentrazione finale (20 mg Cfl) da utilizzarsi nella
prova.

Verifica dell'inibizione

24. Si osserva spesso che le sostanze chimiche in esame non si degradano in modo significativo nelle condizioni
sperimentali stabilite nelle prove per valutare la pronta biodegradazione. Cid potrebbe essere causato dal fatto
che la sostanza in esame esercita un effetto inibitore sull'inoculo alla concentrazione alla quale ¢ saggiata. 1l
disegno sperimentale pud prevedere una verifica dell'effetto inibitore, per facilitare l'individuazione (in retro-
spettiva) dell'inibizione come causa possibile o fattore concomitante, oppure, al contrario, per dissipare questa
ipotesi e mostrare che la degradazione debole o nulla ¢ imputabile unicamente al fatto che i microrganismi non
attaccano la sostanza nelle condizioni in cui ¢ condotta la prova. Per ottenere informazioni sulla tossicita della
sostanza chimica in esame per i microrganismi (aerobici), preparare una soluzione nel mezzo di prova conte-
nente la sostanza in esame e la sostanza di riferimento (paragrafo 19), ciascuna alle stesse concentrazioni
utilizzate nel mezzo di prova (cfr. paragrafi 22 e 23).

Inoculo

25. Linoculo puo essere di varia origine: fanghi attivi, acqua di scarico (non clorata), acque superficiali e terreni,
oppure da una miscela di questi elementi (20). Occorre verificare lattivita di biodegradazione dell'origine
utilizzando una sostanza chimica di riferimento. Indipendentemente dall'origine, non utilizzare microrganismi
che sono gia stati esposti alla sostanza in esame se il procedimento ¢ destinato a una prova per determinare la
pronta biodegradabilita.

Attenzione:
il fango attivo e l'acqua di scarico contengono organismi patogeni e devono essere manipolati con cautela.

26.

5

base all'esperienza acquisita, il volume ottimale dellinoculo ¢ quello che soddisfa le seguenti condizioni:
— ¢ sufficiente a fornire un’adeguata attivita di biodegradazione,

— degrada la sostanza chimica di riferimento alla percentuale prestabilita (cfr. paragrafo 66),

— fornisce da 10% a 10° unita formanti colonie per millilitro nella miscela finale,

— da luogo normalmente a una concentrazione di 4 mg/l di solidi sospesi nella miscela finale quando si usa
fango attivo; possono essere impiegate concentrazioni fino a 30 mgfl, tenendo presente che rischiano di
aumentare notevolmente la produzione di CO, nei bianchi (26),

— costituisce meno del 10 % della concentrazione iniziale di carbonio organico introdotto dalla sostanza
chimica in esame,

— equivale generalmente a un quantitativo compreso tra 1 ml e 10 ml di inoculo per litro di soluzione di
prova.

Fango attivo

27. Raccogliere un campione di fango attivo fresco dal serbatoio di aerazione di un impianto di trattamento o da
un'unitd pilota di laboratorio per il trattamento delle acque di scarico che tratti prevalentemente liquami
domestici. Se necessario, setacciarlo per rimuovere le particelle grossolane (con un setaccio a maglia da 1 mm?)
e mantenerlo in condizioni aerobiche sino al momento dell'uso.

28. In alternativa, far decantare o centrifugare (per esempio a 1100 g per 10 minuti) dopo la rimozione delle
eventuali particelle grossolane. Scartare il surnatante. Il fango puo essere lavato nella soluzione minerale.
Sospendere il fango concentrato nel mezzo minerale per ottenere una concentrazione di 3-5 g di solidi sospesi/l
e aerare finché sia necessario.

29. 1l fango deve essere prelevato da un impianto di trattamento convenzionale ben funzionante. Se il fango ¢ stato
prelevato da un impianto ad alta potenzialita o si ritiene contenga inibitori deve essere lavato. Decantare o
centrifugare il fango risospeso dopo accurata miscelazione, scartare il surnatante e risospendere il fango lavato in
un volume ulteriore di mezzo minerale. Ripetere questa procedura fino a quando il fango puo essere considerato
esente da substrato e inibitori in eccesso.

30. Prelevare un campione di fango risospeso (a risospensione ultimata) oppure di fango non trattato appena prima
di utilizzarlo per determinare il peso secco dei solidi sospesi.
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31. Un'ulteriore alternativa ¢ quella di omogeneizzare il fango attivo (3-5 g di solidi sospesi/l). Trattare il fango in un
miscelatore Waring per due minuti a velocita media. Decantare il fango miscelato per 30 minuti, o pitt a lungo
se necessario, e utilizzare il liquido sovrastante come inoculo nel rapporto di 10 ml per litro di mezzo minerale.

32. E possibile ottenere una riduzione ulteriore dello sviluppo di CO, nel bianco aerando il fango tutta una notte
con aria priva di CO,. In questa prova la concentrazione dell'inoculo deve essere pari a 4 mg/l di solidi di fanghi
attivi (13).

Effluenti secondari

33. Linoculo pud provenire anche da un effluente secondario di un impianto di trattamento o da una unita pilota di
laboratorio che riceve prevalentemente liquami domestici. Conservato in condizioni aerobiche, il campione puo
essere utilizzato il giorno del prelievo oppure puo essere precondizionato, se necessario. Filtrare l'effluente con
un filtro grossolano per rimuovere le parti solide piu evidenti e misurarne il pH.

34. Per ridurre il tenore di carbonio inorganico del filtrato, lo si fa gorgogliare insufflandogli aria priva di CO,
[paragrafo 15, lettera €)] per 1 ora, mantenendo il pH a 6,5 con acido fosforico (paragrafo 20). Riportare il pH
al valore di partenza con dell'idrossido di sodio (paragrafo 21) e, dopo decantazione di circa 1 ora, prelevare un
volume appropriato di surnatante per linoculo. Questa procedura riduce il tenore di carbonio inorganico
nell'inoculo. Ad esempio, se si utilizza il volume massimo raccomandato di effluente filtrato e gorgogliato
(100 ml) per litro come inoculo, la quantita di carbonio inorganico nei bianchi & compresa tra 0,4 e 1,3 mg]l
(14), il che rappresenta da 2 % a 6,5 % del carbonio della sostanza in esame, per una concentrazione di 20 mg
Cll, e da 4% a 13 %, per una concentrazione di 10 mg C/L.

Acque superficiali

35. Da un'acqua superficiale adeguata si preleva un campione che sara conservato in condizioni aerobiche e
impiegato il giorno stesso del prelievo. Se necessario, concentrare il campione filtrandolo o centrifugandolo.
II volume dell'inoculo da utilizzare in ogni recipiente di prova deve soddisfare i criteri di cui al paragrafo 26.

Terreno

36. Prelevare un campione di terreno appropriato, a una profondita massima di 20 cm sotto la superficie del
terreno. Occorre asportare le pietre, i residui di piante e gli invertebrati prima di passare il campione attraverso
un setaccio con maglia di 2 mm (se il campione ¢ troppo umido da non poter essere setacciato immediatamente,
farlo asciugare parzialmente allaria). Va conservato in condizioni aerobiche e impiegato il giorno stesso del
prelievo (se il campione ¢ trasportato in una busta di polietilene con la chiusura non ermetica puo essere
conservato a una temperatura compresa tra 2 °C e 4 °C nella busta stessa fino a un mese).

Precondizionamento dell'inoculo

37. Linoculo puo essere precondizionato in base alle condizioni in cui si svolgera la prova, ma non puo essere
preadattato alla sostanza in esame. Il precondizionamento pud diminuire lo sviluppo di CO, nel bianco. 1l
precondizionamento consiste nell'aerare il fango attivo, dopo averlo diluito nel mezzo di prova a 30 mg/l, con
aria umida priva di CO, per un periodo fino a 5-7 giorni alla temperatura in cui si svolgera la prova.

PROCEDURA SPERIMENTALE
Numero di bottiglie

38. Il numero delle bottiglie [paragrafo 15, lettera a)] necessarie per una prova dipendera dalla frequenza delle analisi
e dalla durata della prova.

39. Si raccomanda di effettuare I'analisi in triplicato dopo un numero di intervalli di tempo sufficiente per poter
individuare la fase di crescita di 10 giorni. Alla fine della prova analizzare almeno altre cinque bottiglie
sperimentali [paragrafo 15, lettera a)] delle serie a), b) e c) (cfr. paragrafo 42), per poter calcolare gli intervalli
di confidenza al 95 % per la percentuale media di biodegradazione.

Mezzo inoculato

40. Linoculo ¢ utilizzato a una concentrazione di 4 mg/l di solidi secchi di fango attivo. Preparare subito prima
dell'uso una quantita sufficiente di mezzo inoculato aggiungendo, ad esempio, 2 ml di fango attivo opportu-
namente trattato (paragrafi da 27 a 32) con concentrazione di 2 000 mg/l a 1 litro di mezzo salino (paragrafo
19). Se si impiega effluenti secondari, aggiungere fino a 100 ml di effluenti (paragrafo 33) a 900 ml di mezzo
salino (paragrafo 19) e portare a 1 litro con il mezzo.
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Preparazione delle bottiglie

41. Versare aliquote di mezzo inoculato nelle bottiglie di ciascuna replica in modo che il rapporto spazio di
testa/liquido sia di 1:2 (ad esempio, introducendo 107 ml in bottiglie dalla capacita di 160 ml). Si possono
utilizzare altri rapporti, tenendo pero conto dell'avvertenza di cui al paragrafo 11. Indipendentemente dal tipo di
inoculo impiegato, occorre aver cura di mescolare correttamente il mezzo inoculato affinché sia distribuito
uniformemente nelle bottiglie.

42. Preparare delle serie di bottiglie [paragrafo 15, lettera a)] da destinare ai seguenti usi:

f) recipienti per la prova (denominati F;) contenenti la sostanza chimica in esame;

recipienti per la prova in bianco (denominati Fy) contenenti solo il mezzo di prova e linoculo; vanno
aggiunte anche tutte le sostanze chimiche, i solventi, gli agenti o i filtri di fibra di vetro usati per introdurre
la sostanza in esame nei recipienti di prova;

Q.

=

recipienti (denominati F¢) contenenti la sostanza chimica di riferimento per verificare la procedura;

i) se necessario, recipienti (denominati F) per verificare l'eventuale effetto inibitorio della sostanza chimica in
esame, contenenti sia la sostanza in esame sia la sostanza di riferimento alle stesse concentrazioni (paragrafo
24) delle bottiglie Fr e Fe.

j) recipienti (denominati F) per verificare I'eventuale degradazione abiotica: si tratta di recipienti come in a) a
cui si sono aggiunti 50 mg/l di HgCl, o che sono stati sterilizzati in altro modo (ad esempio, autoclave).

43, Introdurre nelle bottiglie, sotto forma di soluzioni madre acquose (paragrafi 22, 23 e 24), le sostanze chimiche
solubili in esame e quelle di riferimento in modo da ottenere una concentrazione compresa tra 10 e 20 mg C/L.

44. Le sostanze chimiche insolubili in esame e di riferimento possono essere introdotte nelle bottiglie in svariati
modi [cfr. paragrafo 22, lettere da a) a e)], in funzione della natura della sostanza in esame, prima o dopo
l'aggiunta del mezzo inoculato, secondo il metodo di trattamento della sostanza in esame. Se si ricorre a uno dei
procedimenti indicati nel paragrafo 22, lettere da a) a e), le bottiglie per il bianco Fy [paragrafo 42, lettera b)]
devono essere trattate allo stesso modo, salvo non contenere la sostanza in esame o quella di riferimento.

45. Iniettare con una microsiringa le sostanze chimiche in esame volatili nelle bottiglie ermeticamente chiuse
(paragrafo 47). La dose ¢ calcolata in base al volume iniettato e alla densita della sostanza in esame.

46. Se necessario, aggiungere acqua nei recipienti affinché il volume di liquido sia identico in tutti i recipienti.
Assicurarsi che il rapporto spazio di testa/liquido (normalmente di 1:2) e la concentrazione della sostanza in
esame siano tali da garantire la presenza di ossigeno nello spazio di testa in quantita sufficiente a permettere la
biodegradazione completa.

47. Chiudere ermeticamente tutte le bottiglie, ad esempio con tappi di butile e ghiere di alluminio. E in questa fase
che vanno aggiunte le sostanze in esame volatili (paragrafo 45). Se si deve monitorare la diminuzione della
concentrazione di DOC della soluzione sperimentale e analizzare al tempo zero la concentrazione iniziale di
carbonio inorganico [controlli sterili, paragrafo 42, lettera €)] o altri parametri, prelevare un campione adeguato
dal recipiente di prova. Eliminare successivamente il recipiente di prova e il suo contenuto.

48. Collocare le bottiglie ermeticamente chiuse in un agitatore orbitale [paragrafo 15, lettera d)], regolato a una
velocita di rotazione sufficiente a mantenere il contenuto delle bottiglie ben mescolato e in sospensione (ad
esempio da 150 a 200 rpm), e incubarle al buio a temperatura costante di 20 °C (£ 1 °C).

Campionamento

49. La strategia di campionamento dipende dal periodo di latenza e dalla velocita cinetica di biodegradazione della
sostanza chimica in esame. Le bottiglie sono analizzate ed eliminate il giorno stesso del campionamento, che
deve avvenire almeno a cadenza settimanale o piti di frequente (ad esempio, due volte la settimana) se si deve
definire una curva completa di degradazione. Ritirare dall'agitatore il numero necessario di repliche di ogni
categoria: Fr, Fy e F¢ e, se del caso, F; e Fg (cfr. paragrafo 42). La prova dura normalmente 28 giorni. Se la curva
di biodegradazione indica il raggiungimento di un plateau prima di questo termine, la prova puo essere conclusa
prima di 28 giorni. Prelevare dei campioni dalle cinque bottiglie destinate ad essere analizzate il 28° giorno della
prova e utilizzare i risultati per calcolare gli intervalli di confidenza o il coefficiente di variazione della percen-
tuale di biodegradazione. Le bottiglie destinate a verificare I'nibizione e la degradazione abiotica non devono
essere campionate con la stessa frequenza delle altre: basteranno due prelievi, effettuati il 1° e il 28° giorno della
prova.
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Analisi del carbonio inorganico (IC)

50. La produzione di CO, nelle bottiglie ¢ determinata misurando l'aumento della concentrazione di carbonio
inorganico durante l'incubazione. Si raccomandano due metodi, descritti di seguito, per misurare la quantita
di carbonio inorganico prodotta durante la prova. Poiché possono dare risultati leggermente diversi, nella stessa
serie di prove si deve impiegare o I'uno o l'altro metodo.

51. Il metodo (a) ¢ consigliato se si ritiene che il mezzo contenga residui, ad esempio di filtri in fibra di vetro efo
della sostanza in esame insolubile. Se non si dispone di un analizzatore di carbonio, I'analisi puo essere eseguita
con un gascromatografo. Durante l'analisi del gas nello spazio di testa ¢ importante mantenere le bottiglie alla
temperatura in cui ¢ stata condotta la prova, o quantomeno prossime alla stessa. Il metodo (b) puo essere di pitt
facile applicazione per i laboratori che impiegano analizzatori di carbonio per misurare il carbonio inorganico. E
importante che la soluzione di idrossido di sodio (paragrafo 21) utilizzata per convertire il CO, in carbonato sia
preparata ex novo oppure che sia noto il suo tenore di carbonio inorganico, in modo da poter tenere conto di
questo valore al momento di calcolare i risultati della prova [cfr. paragrafo 66, lettera b)].

Metodo (a): acidificazione a pH <3

52. Prima di ogni lotto di analisi, I'analizzatore di carbonio inorganico ¢ tarato con una sostanza dal tenore standard
di carbonio inorganico (ad esempio una diluizione 1 % p/p di CO, in N,). Iniettare l'acido fosforico concentrato
(paragrafo 20) nel tappo di ogni bottiglia campionata per abbassare il pH del mezzo a un valore <3 (ad
esempio, aggiungendo 1 ml a 107 ml di mezzo di prova). Rimettere le bottiglie nell'agitatore. Dopo averle
agitate per un'ora alla temperatura in cui ¢ stata condotta la prova, togliere le bottiglie dall'agitatore, prelevare
dallo spazio di testa di ciascuna bottiglia delle aliquote di gas (ad esempio, 1 ml) e iniettarle nell'analizzatore di
carbonio inorganico. Annotare le concentrazioni di carbonio inorganico misurate esprimendole in mg C/l.

53. Questo metodo verte sul principio secondo il quale dopo l'acidificazione a pH < 3 ¢ l'equilibrazione a 20 °C, la
costante di equilibrio per la ripartizione del CO, tra la fase liquida e la fase gassosa nelle bottiglie ¢ pari a 1,0 se
misurata sotto forma di concentrazione (13). Tale rapporto deve essere dimostrato almeno una volta per il
sistema sperimentale, nel seguente modo:

allestire delle bottiglie contenenti 5 e 10 mg/l di carbonio inorganico utilizzando una soluzione di carbonato di
sodio (Na,CO3) in acqua priva di CO, preparata acidificando 'acqua a pH 6,5 con acido fosforico (paragrafo
20), facendola gorgorgliare per una notte immettendo aria priva di CO, e portando il pH alla neutralita con
alcali. Assicurarsi che il rapporto volumico tra lo spazio di testa e il liquido sia lo stesso delle prove (ad esempio
1:2). Acidificare ed equilibrare come indicato nel paragrafo 52 e misurare le concentrazioni di carbonio
inorganico nello spazio di testa e nella fase liquida. Verificare che le due concentrazioni siano le stesse, nei
limiti dell'errore sperimentale. Se non lo sono, riesaminare il procedimento. Non ¢ necessario verificare la
ripartizione del carbonio inorganico tra la fase liquida e quella gassosa ad ogni prova, limitandosi a farlo, ad
esempio, durante la taratura.

54. Se occorre misurare I'eliminazione del DOC (unicamente per sostanze idrosolubili), prelevare campioni della fase
liquida da bottiglie separate (non acidificate), filtrarli su membrana e iniettarli nellanalizzatore di carbonio
organico disciolto. Queste bottiglie possono servire eventualmente per altre analisi, al fine di misurare la
biodegradazione primaria.

Metodo (b): conversione del CO, in carbonato

55. Prima di ogni lotto di analisi, tarare l'analizzatore di carbonio inorganico mediante uno standard adeguato, ad
esempio una soluzione di bicarbonato di sodio (NaHCO3) in acqua priva di CO, (cfr. paragrafo 53) a una
concentrazione di carbonio inorganico compresa tra 0 e 20 mg per litro. Iniettare una soluzione di idrossido di
sodio (7M, paragrafo 21) (ad esempio, aggiungendo 1 ml a 107 ml di mezzo di prova) nel tappo di ogni
bottiglia campionata e agitare le bottiglie per un'ora alla temperatura stabilita per la prova. Utilizzare la stessa
soluzione di NaOH in tutte le bottiglie analizzate lo stesso giorno, ma non necessariamente in tutte le sessioni di
campionamento effettuate nel corso della prova. Se occorre rilevare i valori assoluti del tenore di carbonio
inorganico nei bianchi in tutte le sessioni di campionamento, si dovra determinare il tenore di carbonio
inorganico della soluzione di NaOH ogniqualvolta la si utilizza. Togliere le bottiglie dall'agitatore e farle
decantare. Prelevare con un siringa da ogni bottiglia un idoneo volume della fase liquida (ad esempio, da 50
a 1000 pl), iniettare i campioni nell'analizzatore di carbonio inorganico e prendere nota delle concentrazioni di
carbonio inorganico. Assicurarsi che l'analizzatore utilizzato sia predisposto a trattare i campioni alcalini ottenuti
con questo metodo.

56. Questo metodo verte sul principio secondo il quale dopo I'aggiunta di alcali e I'agitazione, la concentrazione di
carbonio inorganico nello spazio di testa ¢ trascurabile. Cio deve essere verificato almeno una volta nel sistema
sperimentale: a tal fine utilizzare gli standard di carbonio inorganico, aggiungere alcali e equilibrare, per poi
misurare la concentrazione di carbonio inorganico sia nello spazio di testa che nella fase liquida (cfr. paragrafo
53). La concentrazione nello spazio di testa deve essere praticamente nulla. Non ¢ necessario verificare I'assor-
bimento pressoché completo di CO, ad ogni prova.

57. Se occorre misurare I'eliminazione del DOC (unicamente per sostanze in esame idrosolubili), prelevare campioni
della fase liquida da bottiglie separate (non contenenti alcali aggiunti), filtrarli su membrana e iniettarli nellana-
lizzatore di carbonio organico disciolto. Queste bottiglie possono servire eventualmente per altre analisi, al fine
di misurare la biodegradazione primaria.
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58.

59.

60.

DATI E RELAZIONE
Calcolo dei risultati

Supponendo che la sostanza in esame sia stata mineralizzata al 100 % in CO,, la produzione massima teorica di
carbonio inorganico (ThIC) delle bottiglie di prova in eccesso rispetto ai bianchi ¢ uguale al carbonio organico
totale (TOC) aggiunto ad ogni bottiglia allinizio del saggio, ossia:

ThIC = TOC
La massa totale (mg) di carbonio inorganico (TIC) in ogni bottiglia e:

TIC = (mg di C nel liquido + mg di C nello spazio di testa) = (V| x C}) + (Vy x Cy) equazione [1]

dove:

V, = volume di liquido nella bottiglia (litro);

CL = concentrazione di carbonio inorganico nel liquido (mgfl, espressa in carbonio);

VT = volume dello spazio di testa (litro);

CT = concentrazione di carbonio inorganico nello spazio di testa (mg/l, espressa in carbonio).

I calcoli del TIC per i due metodi d'analisi utilizzati per misurare il carbonio inorganico nella presente prova
sono descritti di seguito nei paragrafi 60 ¢ 61. La percentuale di biodegradazione (% D) in entrambi i casi & data
dalla seguente equazione:

(TIC, — TICy) y
TOC

%D = 100 equazione [2]

dove:

TIC, = mg di TIC nella bottiglia di prova al tempo t;

TIC,, = media dei mg di TIC nelle bottiglie dei bianchi al tempo t;

TOC

mg di TOC aggiunti inizialmente alla bottiglia di prova.

La percentuale di biodegradazione (% D) ¢ calcolata per le bottiglie di prova (Fy), quelle di riferimento (F) e, se
del caso, quelle destinate alla verifica di un’eventuale effetto inibitore (F), in base alle quantita rispettive di TIC
prodotte fino al momento di ogni campionamento.

Se si osserva un aumento significativo del tenore di TIC nei controlli sterili (Fg) durante il periodo di esecuzione
della prova, si puo giungere alla conclusione che si ¢ verificata una degradazione abiotica della sostanza in esame
di cui occorre tener conto nel calcolo di D nell'equazione [2].

Acidificazione a pH <3

Una volta che lacidificazione a pH <3 e il successivo equilibrio hanno dato luogo a un’'uniformazione della
concentrazione di TIC nella fase liquida e in quella gassosa, basta misurare solo la concentrazione di carbonio
inorganico della fase gassosa. Pertanto, in base allequazione [1] TIC = (V| + V) x Cp = V x Cp, dove Vg =
volume della bottiglia da siero.
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Conversione del CO, in carbonato

61. In questo metodo i calcoli sono effettuati in base allequazione [1], ma senza tenere conto della quantita
trascurabile di carbonio inorganico nella fase gassosa, in modo che Vi x Cy = 0 e TIC = V| x (.

Espressione dei risultati

62. Tracciare la curva della biodegradazione in un grafico in cui & rappresentata la percentuale di biodegradazione
(D) in funzione del tempo di incubazione, indicando, se possibile, le fasi di latenza, biodegradazione, crescita di
10 giorni e plateau, ossia la fase in cui ¢ stata raggiunta la degradazione massima e la curva presenta un
andamento orizzontale. Se per le bottiglie di prova Fr saggiate in parallelo si sono ottenuti risultati paragonabili
(differenza < 20 %), tracciare la curva media (cfr. appendice 2, fig. 1), altrimenti tracciare una curva per ciascuna
bottiglia. Determinare il valore medio della percentuale di biodegradazione nella fase di plateau oppure valutarne
il valore massimo (ad esempio, quando la curva scende nella fase di plateau), ma, in questultimo caso, &
importante verificare che non sia un valore anomalo (outlier). Questo livello massimo di biodegradazione va
indicato nella relazione sulla prova come “grado di biodegradazione della sostanza in esame”. Se il numero delle
bottiglie di prova si ¢ rivelato insufficiente ad indicare una fase di plateau, calcolare un valore medio utilizzando
i dati misurati dell'ultimo giorno della prova. Quest'ultimo valore, la media di cinque repliche, serve a indicare la
precisione con cui ¢ stata determinata la percentuale di biodegradazione. Nella relazione deve anche figurare il
valore ottenuto alla fine della fase di crescita di 10 giorni.

63. Tracciare, allo stesso modo, una curva per la sostanza chimica di riferimento F¢ e, eventualmente, per la verifica
della degradazione abiotica Fg e per il controllo dellinibizione F;.

64. Registrare la quantita di TIC sia dei controlli in bianco (Fp) sia delle bottiglie Fg (verifica abiotica), se queste
ultime sono incluse nella prova.

65. Calcolare D per le bottiglie F; in base al rendimento teorico di carbonio inorganico previsto unicamente in base
al componente di riferimento della miscela. Se al 28° giorno [(Dc (1) — Dy ())/Dpc] * 100 > 25 %, si puod
presumere che la sostanza in esame abbia inibito l'attivita dell'inoculo, il che puo spiegare i bassi valori di Dy
ottenuti alle condizioni della prova. In tal caso, la prova puo essere ripetuta con una concentrazione sperimen-
tale inferiore e riducendo di preferenza il DIC nell'inoculo e il TIC formato nei controlli in bianco, dal momento
che una diminuzione della concentrazione della sostanza in esame comporta anche una minore precisione del
metodo. In alternativa si puo utilizzare un altro inoculo. Se nella bottiglia Fg (degradazione abiotica) si osserva
un aumento significativo (> 10 %) della quantita di TIC, ¢ possibile che siano avvenuti processi di degradazione
abiotica.

Validita dei risultati

66. La prova ¢ considerata valida se:

a) la percentuale media di degradazione nelle bottiglie F- contenenti la sostanza di riferimento ¢ > 60 % al 14°
giorno di incubazione; e

b) la quantita media di TIC nei controlli in bianco Fy alla fine della prova & >3 mg C/L.

Se questi valori limite non sono raggiunti, occorre ripetere la prova con un inoculo di provenienza diversa efo
rivedere i procedimenti seguiti. Ad esempio, se nel bianco si registra una produzione elevata di carbonio
inorganico, & opportuno seguire il procedimento di cui ai paragrafi da 27 a 32.

67. Se la sostanza chimica in esame non produce il 60 % di ThIC e ha dimostrato di non esercitare alcun effetto
inibitore (paragrafo 65), la prova puo essere ripetuta aumentando la concentrazione di inoculo (fino a 30 mg/l di
fango attivo e 100 ml di effluente/l), oppure con inoculi di altra provenienza, in particolare se la degradazione &
stata di un valore compreso tra 20 % e 60 %.

Interpretazione dei risultati

68. Se la sostanza chimica in esame subisce una biodegradazione > 60 % della ThIC nella fase di crescita di 10 giorni
nella presente prova significa che ¢ prontamente biodegradabile in condizioni aerobiche.

69. Se il valore-soglia di 60 % della ThIC non ¢ raggiunto, misurare il pH del mezzo contenuto nelle bottiglie che
non sono state acidificate o alcalinizzate; un valore inferiore a 6,5 potrebbe indicare un'avvenuta nitrificazione.
In tal caso, ripetere la prova con una soluzione tampone pill concentrata.

(") La percentuale di degradazione nelle bottiglie Fc contenenti la sostanza di riferimento.
(3) La percentuale di degradazione nelle bottiglie F;
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70.

71.

72.

Relazione sulla prova

Disegnare un grafico della percentuale di degradazione (% D) rilevata in ogni bottiglia di prova (Fy), di riferi-
mento (Fc) e, se prevista, di verifica dellinibizione (F;) per ciascun giorno di campionamento. Se le repliche
danno risultati paragonabili, tracciare la curva della percentuale di degradazione media in funzione del tempo.
Annotare la quantita di TIC nei bianchi (Fg) e nei controlli sterili (Fs), come pure il DOC efo altri parametri,
insieme alla loro percentuale di eliminazione.

Determinare il valore medio della percentuale di biodegradazione nella fase di plateau, oppure utilizzare il valore
massimo se la curva di biodegradazione scende nella fase di plateau, e indicare questo valore come “grado di
biodegradazione della sostanza in esame”. E importante garantire che, nell'ultimo caso, non si tratti di un valore
anomalo (outlier).

La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti.

Sostanza chimica in esame:

— nome comune, nome chimico, numero CAS, formula strutturale e proprieta fisico-chimiche pertinenti,
— purezza (presenza di impurita).

Condizioni sperimentali:

— riferimento al presente metodo di prova,

— descrizione del sistema sperimentale utilizzato (ad esempio, volume della bottiglia, rapporto spazio di testa/
liquido, metodo di agitazione ecc.),

— applicazione della sostanza in esame e della sostanza di riferimento nel sistema sperimentale; concentrazione
applicata e quantita di carbonio introdotta in ciascuna bottiglia di prova, nonché l'eventuale uso di solventi,

— ragguagli sullinoculo utilizzato, sull'eventuale pretrattamento e precondizionamento,
— temperatura di incubazione,
— validazione del principio dell'analisi del carbonio inorganico,

— caratteristiche principali dell'analizzatore di carbonio inorganico (e di ogni altro metodo d’analisi eventual-
mente impiegato),

— numero di repliche.
Risultati:
— dati grezzi e valori calcolati della biodegradabilita presentati su tabella,

— grafico della percentuale di degradazione in funzione del tempo per la sostanza in esame e quella di
riferimento, fase di latenza, fase di degradazione, fase di crescita di 10 giorni e inclinazione,

— percentuale di eliminazione nella fase di plateau, all'inizio e alla fine della prova e dopo la fase di crescita di
10 giorni,

— giustificazione in caso dell'eventuale rigetto dei risultati della prova,
— qualsiasi altro elemento inerente alla procedura seguita,

— discussione dei risultati.
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Appendice 1

ABBREVIAZIONI E DEFINIZIONI

IC: carbonio inorganico.

ThCO,: produzione teorica di biossido di carbonio (mg), ossia la quantita di biossido di carbonio prodotto calcolato in
base al tenore di carbonio noto o misurato della sostanza in esame quando sia stata completamente mineralizzata;
espressa anche come mg di biossido di carbonio sviluppati per mg di sostanza in esame.

DOC: carbonio organico disciolto, ossia il carbonio organico presente in soluzione, che passa attraverso un filtro da 0,45
micrometri o che rimane nel surnatante dopo centrifugazione a + 4 000 g (40 000 m/s’) per 15 minuti.

DIC: carbonio organico disciolto.
ThIC: produzione teorica di carbonio inorganico.
TIC: carbonio inorganico totale.

Prontamente biodegradabile: classificazione arbitraria delle sostanze chimiche che hanno superato certe prove specifiche
di selezione riguardo alla biodegradabilita ultima; data la rigorosita di queste prove, si suppone che tali composti si
degradino biologicamente in modo rapido e completo in ambienti acquosi in condizioni aerobiche.

Fase di crescita di 10 giorni: i 10 giorni che seguono immediatamente il momento in cui la percentuale di degradazione
raggiunge il 10 %.

Biodegradabilita intrinseca: classificazione delle sostanze chimiche per le quali vi ¢ una dimostrazione inequivocabile di
biodegradazione (primaria o completa) in qualsiasi prova di biodegradabilita.

Biodegradazione aerobica completa: livello di degradazione raggiunto quando la sostanza in esame ¢ completamente
utilizzata da microorganismi, con la conseguente produzione di biossido di carbonio, acqua, sali minerali e nuovi
costituenti cellulari microbici (biomassa).

Mineralizzazione: completa degradazione di un composto organico in CO, e H,O in condizioni aerobiche, e in CH,,
CO, e H,0 in condizioni anaerobiche.

Fase di latenza: periodo che intercorre tra Iinizio della prova e il momento in cui i microrganismi responsabili della
degradazione si sono acclimatati efo adattati e il livello di degradazione della sostanza chimica o della materia organica ha
raggiunto un limite rilevabile (per esempio 10 % della biodegradazione teorica massima, o meno, in funzione dell'accu-
ratezza della tecnica di misura).

Fase di degradazione: periodo che intercorre tra la fine della fase di latenza e il momento in cui & raggiunto il 90 % del
livello massimo di degradazione.

Fase di plateau: fase in cui ¢ stata raggiunta la degradazione massima e la curva di biodegradazione presenta un
andamento orizzontale.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.
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Appendice 2

Esempio di curva di biodegradazione

Figura 1

Biodegradazione di 1-ottanolo nella prova del CO, nello spazio di testa
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C.30. BIOACCUMULO NEGLI OLIGOCHETI TERRESTRI

INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova & equivalente alla linea guida del’lOCSE n. 317 (2010). Tra i metodi di prova relativi
al destino ambientale, quelli intitolati Bioconcentrazione: saggio sui pesci, metodo a flusso continuo (capitolo C.13 del
presente allegato) (49) e Bioaccumulation in Sediment-dwelling Benthic Oligochates (53) sono stati pubblicati,
rispettivamente, nel 1996 e nel 2008. E difficile, se non impossibile, estrapolare i dati sul bioaccumulo in
ambiente acquatico e applicarli a organismi terrestri come i lombrichi. Per valutare il bioaccumulo delle
sostanze chimiche nel suolo attualmente si utilizzano modelli calcolati basandosi sulla lipofilia della sostanza
in esame (14) e (37), come nel documento tecnico di orientamento dellUE (19). L'esigenza di un metodo di
prova specifico per questo compartimento ¢ gia stata sollevata (55), in particolare data I'importanza di poter
valutare 'avvelenamento secondario nelle catene alimentari terrestri (4). Esistono vari metodi di prova nazionali
che vertono sul bioaccumulo in organismi diversi dai pesci, ad esempio (2) e (72). Un metodo di misurazione
del bioaccumulo da suoli contaminati nei lombrichi (Eisenia fetida, Savigny) e negli enchitreidi ¢ stato messo a
punto dall’American Society for Testing and Materials (3). Un metodo di prova riconosciuto a livello interna-
zionale per la determinazione del bioaccumulo in un suolo addizionato consentira di valutare meglio i rischi
posti dalle sostanze chimiche per gli ecosistemi terrestri, ad esempio (25) e (29).

2. Gli invertebrati detritivori sono esposti alle sostanze chimiche presenti nel suolo. Tra questi animali, gli
oligocheti terrestri svolgono un ruolo importante nella struttura e nella funzione del suolo (15) (20). Gli
oligocheti terrestri vivono nel suolo e in parte sulla sua superficie (in special modo nella lettiera) e costituiscono
spesso la specie pitt abbondante in termini di biomassa (54). Per la loro azione di bioturbazione e a causa della
loro funzione di prede, questi animali possono avere un'influenza determinante sulla biodisponibilita delle
sostanze chimiche per altri organismi, come i predatori invertebrati [tra cui acari e coleotteri (64)] e invertebrati
(quali volpi e gabbiani) (18) e (62). Alcune specie di oligocheti terrestri attualmente impiegate nelle prove
ecotossicologiche sono descritte nellappendice 5.
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3. Una fonte di informazioni essenziali che sono servite per I'elaborazione del presente metodo di prova sul
bioaccumulo ¢ il manuale del’ASTM per le prove di laboratorio dedicate alla tossicita del suolo e al bioaccu-
mulo condotte su lombrichi Eisenia fetida ed enchitreidi Enchytraeus albidus (3). Tra gli altri riferimenti utilizzati
figurano il capitolo C.13 Bioconcentrazione: saggio sui pesci, metodo a flusso continuo (49) e la linea guida
dellOCSE n. 315 Bioaccumulation in Sediment-dwelling Benthic Oligochate (53). Fonti di ispirazione altrettanto
importanti sono state le esperienze pratiche tratte dagli studi e da diverse pubblicazioni sul bioaccumulo nel
suolo, tra cui (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43) (45) (57) (59) (76) (78) (79).

4. 1l presente metodo di prova ¢ per lo piti applicabile a sostanze chimiche organiche neutre stabili, che hanno
tendenza ad essere adsorbite sul suolo. Esso consente anche di valutare il bioaccumulo di composti organo-
metallici stabili, associati al suolo. Si applica inoltre ai metalli e ad altri oligoelementi.

PREREQUISITI

5. Le prove volte a misurare il bioaccumulo di una sostanza chimica negli oligocheti terrestri sono state eseguite
con metalli pesanti [cfr. in particolare (63)] e sostanze organiche persistenti il cui log K, si situa tra 3,0 e 6,0
(40). Queste prove si applicano anche a:

ow

— sostanze chimiche con un log K, superiore a 6,0 (sostanze superidrofobe),

— sostanze appartenenti alla classe di sostanze organiche note per il loro potenziale di bioaccumulo negli
organismi viventi, ad esempio le sostanze fortemente adsorbenti o tensioattive,

— sostanze che, per le loro caratteristiche strutturali, presentano un potenziale di bioaccumulo, ad esempio
analoghi di sostanze chimiche con potenziale di bioaccumulo noto, e

— metalli.

6. Prima di iniziare lo studio occorre disporre di talune informazioni sulla sostanza chimica in esame, quali nome
comune, nome chimico (di preferenza il nome IUPAC), formula strutturale, numero CAS, purezza, precauzioni,
condizioni di conservazione adeguate e metodi di analisi. E inoltre opportuno conoscerne le seguenti proprieta:

idrosolubilita;

&

=

coefficiente di ripartizione ottanolofacqua K,

ke

coefficiente di ripartizione terreno-acqua, K,

&

tensione di vapore;

ko>

degradabilita (nel suolo o nell'acqua);
f) metaboliti noti.

7. E possibile utilizzare sostanze radiomarcate e no, sebbene, per facilitare I'analisi, si raccomanda di utilizzare una
sostanza radiomarcata. Questa decisione dipendera dai limiti di rivelazione o dalla necessita di misurare il
composto progenitore e i suoi metaboliti. Se si impiega una sostanza radiomarcata e si misurano i residui
radioattivi totali, & importante che i residui radiomarcati sia nel suolo sia negli organismi sperimentali siano
caratterizzati in percentuali del composto progenitore e di quello marcato non progenitore, ad esempio in
campioni prelevati allo stato stazionario o alla fine della fase di assorbimento, per poter calcolare il fattore di
bioaccumulo (BAF) per il composto progenitore e i metaboliti del suolo pertinenti (cfr. paragrafo 50). Puo essere
necessario modificare il metodo qui descritto, ad esempio per disporre di una biomassa sufficiente a misurare le
sostanze in esame organiche non radiomarcate o i metalli. Se si misurano i residui radioattivi totali (per esempio
per conteggio in scintillazione liquida dopo estrazione, per combustione o per solubilizzazione dei tessuti), il
fattore di bioaccumulo risulta basato sul composto progenitore e sui metaboliti.  preferibile calcolare il BAF in
base alla concentrazione del composto progenitore negli organismi e nei residui radioattivi totali. In seguito il
fattore di accumulo biota-sedimento (BSAF), normalizzato per il tenore lipidico dei lombrichi e il tenore di
carbonio organico (OC), ¢ calcolato a partire dal BAF per garantire la comparabilita dei risultati di diverse prove
di bioaccumulo.

— 232 —E
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8. Occorre conoscere la tossicita della sostanza in esame per le specie utilizzate nella prova, in particolare la
concentrazione con effetto (ECx) o la concentrazione letale (CLy) per la durata della fase di assorbimento [ad
esempio (19)]. La concentrazione scelta per la sostanza in esame deve essere preferibilmente circa I'l % della sua
CLs, acuta asintotica e almeno dieci volte superiore del suo limite di rivelabilita nel suolo con il metodo
dranalisi utilizzato. Si devono privilegiare, se disponibili, i valori di tossicita ricavati da studi a lungo termine
sugli endpoint subletali (51) (52). Se questi dati non sono disponibili, una prova di tossicita acuta apportera
informazioni utili [cfr. ad esempio, (23)].

9. Per la quantificazione della sostanza in esame nelle soluzioni di prova, nel suolo e nel materiale biologico, oltre
ai dettagli relativi alla preparazione e alla conservazione del campione e alle schede dati sulla sicurezza, ¢
necessario disporre di un metodo analitico appropriato, di accuratezza, precisione e sensibilita note. Devono
essere noti anche i limiti di rivelazione analitica nel suolo e nei tessuti del lombrico della sostanza in esame.
Quando per la prova si utilizza una sostanza marcata con '*C ¢ necessario conoscere la percentuale di
radioattivita associata alle impurita. La radioattivita specifica della sostanza in esame deve essere abbastanza
elevata da facilitare l'analisi, e le concentrazioni sperimentali utilizzate non devono provocare effetti tossici.

10. La prova pud essere realizzata con un terreno artificiale o naturale. Prima dell'inizio della prova ¢ opportuno
conoscere le caratteristiche del terreno naturale utilizzato, ad esempio l'origine o i component, il pH, il tenore
di carbonio organico, la distribuzione granulometrica (percentuale di sabbia, limo e argilla), e la capacita idrica

(WHC) (3) (48).
PRINCIPIO DEL METODO

11. I parametri che caratterizzano il bioaccumulo di una sostanza chimica in esame consistono nel fattore di
bioaccumulo (BAF), la costante di velocita di assorbimento (ky) e la costante di velocita di eliminazione (k).
Le definizioni di questi parametri figurano nellappendice 1.

12. La prova consta di due fasi: la fase di assorbimento (esposizione) e la fase di eliminazione (post-esposizione).
Durante la fase di assorbimento varie repliche di gruppi di lombrichi vengono esposte al terreno a cui ¢ stata
addizionata la sostanza in esame. Oltre agli animali sperimentali, gruppi di lombrichi di controllo sono
mantenuti in condizioni identiche senza la sostanza in esame. Si misura il peso secco e il contenuto di lipidi
degli organismi sperimentali, utilizzando eventualmente i lombrichi del gruppo di controllo. I valori di fondo
(bianco) possono essere ottenuti analizzando campioni di lombrichi e del terreno di controllo. Per la fase di
eliminazione i lombrichi sono trasferiti in un terreno privo della sostanza in esame. A meno che l'assorbimento
della sostanza in esame durante la fase di esposizione sia stato insignificante, la fase di eliminazione ¢ sempre
necessaria, perché ¢ in questa fase che si raccolgono le informazioni sulla velocita alla quale la sostanza in
esame ¢ escreta dagli organismi sperimentali [ad esempio (27)]. Se uno stato stazionario non ¢ stato raggiunto
nella fase di assorbimento, & preferibile determinare i parametri cinetici — fattore di bioaccumulo cinetico
(BAFy), costanti di velocitd di assorbimento ed eliminazione — basandosi sulladattamento simultaneo dei
risultati delle fasi di assorbimento ed eliminazione. La concentrazione della sostanza in esame neifsui lombrichi
¢ monitorata per l'intera durata delle due fasi della prova.

13. Durante la fase di assorbimento, le misurazioni sono effettuate in periodi di campionamento la cui durata
massima ¢ di 14 giorni per gli enchitreidi e 21 giorni per i lombrichi, fino a quando non venga raggiunto lo
stato stazionario (11) (12) (67). Lo stato stazionario ¢ raggiunto quando, nel tracciato della concentrazione negli
organismi sperimentali in funzione del tempo, la curva diviene parallela allasse del tempo e da tre analisi
successive della concentrazione su campioni prelevati a intervalli di almeno due giorni si ottengono valori che
non divergono tra loro piti del + 20 % sulla base di raffronti statistici (ad esempio, analisi della varianza, analisi
di regressione).

14. La fase di eliminazione consiste nel trasferire gli organismi sperimentali in recipienti che contengono lo stesso
substrato ma senza la sostanza in esame. In questa fase le misurazioni sono effettuate in periodi di campio-
namento la cui durata massima ¢ di 14 giorni per gli enchitreidi e 21 giorni per i lombrichi, a meno che
un'analisi effettuata prima di questi termini non mostri una diminuzione del 90 % dei residui della sostanza in
esame negli organismi sperimentali. La concentrazione della sostanza in esame negli organismi alla fine della
fase di eliminazione ¢ riportata nella relazione come residui non eliminati. Il fattore di bioaccumulo allo stato
stazionario (BAFg) ¢ calcolato di preferenza sia come il rapporto tra la concentrazione negli organismi (Ca) e
nel suolo (Cs) ad uno stato stazionario apparente, sia come fattore di bioaccumulo cinetico (BAFy), ossia come il
rapporto tra la costante di velocita d’assorbimento dal suolo (ks) e la costante di velocita di eliminazione (ke)
(cfr. definizioni nellappendice 1) presupponendo una cinetica di primo ordine (cfr. calcoli nellappendice 2). Se
la cinetica di primo ordine non & manifestamente applicabile & opportuno ricorrere ad altri modelli.

15. La costante di velocita di assorbimento, la costante di velocita di eliminazione (o le costanti, se si utilizzano altri
modelli), il fattore di bioaccumulo cinetico (BAFy) e, se possibile, gli intervalli di confidenza di ciascuno di
questi parametri sono calcolati a partire dalle equazioni dei modelli con l'ausilio di programmi informatici (cfr.
appendice 2). La bonta di adattamento di un modello puo essere desunta dal coefficiente di correlazione, dal
coefficiente di determinazione (coefficienti vicini a 1 indicano un buon adattamento), oppure mediante il test
chi quadrato. Anche lentita dell'errore standard o dell'intervallo di confidenza intorno ai parametri stimati pud
essere indice della bonta di adattamento del modello.

16. Per ridurre la variabilita dei risultati della prova per le sostanze ad elevata lipofilia, i fattori di bioaccumulo
devono essere espressi in relazione al contenuto lipidico e al contenuto di carbonio organico [contenuto in kg
di carbonio organico (OC) del suolo per contenuto in kg-1 di lipidi degli organismi sperimentali]. Questo
approccio si basa sul fatto che per alcune classi di sostanze chimiche esiste una netta relazione tra il potenziale
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di bioaccumulo e la lipofilia, relazione che ¢ stata stabilita in modo chiaro per i pesci (47), nei quali il contenuto
di grassi e il bioaccumulo di queste sostanze sono correlati. Correlazioni analoghe sono state riscontrate negli
organismi bentonici, ad esempio (30) (44), e negli oligocheti terrestri, ad esempio (5) (6) (7) (14). Se si dispone
di tessuto di lombrico sufficiente, il contenuto lipidico degli animali sperimentali puo essere determinato sullo
stesso materiale biologico utilizzato per determinare la concentrazione della sostanza in esame, altrimenti questa
misurazione puo essere fatta sugli animali di controllo.

VALIDITA DELLA PROVA

17. Affinché una prova sia valida occorre che siano soddisfatti i seguenti criteri, sia per gli animali sperimentali sia
per i controlli:

— alla fine della prova, la mortalita totale durante le fasi di assorbimento e di eliminazione non deve superare
il 10 % (lombrichi) o il 20 % (enchitreidi) del numero complessivo degli organismi introdotti nei recipienti,

— per Eisenia fetida e Eisenia andrei, la perdita di massa media misurata alla fine delle fasi di assorbimento e di
eliminazione non deve superare il 20 % del peso iniziale fresco (f.w.) misurato all'inizio di ogni fase.

DESCRIZIONE DEL METODO
Specie sperimentali

18. Per le prove di bioaccumulo sono raccomandate varie specie di oligocheti terrestri. Le specie pit utilizzate sono
Eisenia fetida o Eisenia andrei (Lumbricidi), Enchytraeus albidus, Enchytraeus crypticus o Enchytraeus luxuriosus (Enchi-
treidi), descritte nellappendice 5.

Apparecchiatura

19. Per tutte le parti dell'apparecchiatura, evitare accuratamente I'uso di materiali soggetti a dissoluzione, assorbi-
mento o lisciviatura e che possano avere un effetto dannoso sugli animali sperimentali. Si possono usare
normali recipienti rettangolari o cilindrici di materiale chimicamente inerte e di capacita adeguata al tasso di
carico, ossia al numero degli animali sperimentali. Per le apparecchiature destinate ad entrare in contatto con il
mezzo di prova si puod usare acciaio inossidabile, plastica o vetro. I recipienti devono essere debitamente coperti
per evitare la fuga degli animali, assicurando nel contempo un sufficiente apporto d’aria. Per sostanze con
elevati coefficienti di adsorbimento come i piretroidi sintetici, puo essere necessario il vetro silanizzato. In tal
caso le apparecchiature non possono venire riutilizzate. Occorre evitare la fuoriuscita delle sostanze radiomar-
cate e 'evaporazione delle sostanze volatili. Utilizzare delle trappole (ad esempio bottiglie di lavaggio per gas in
vetro) contenenti un assorbente per catturare eventuali residui che possano evaporare dai recipienti di prova.

Terreno

20. 1l terreno sperimentale deve essere di una qualita tale da permettere la sopravvivenza e di preferenza la
riproduzione degli organismi sperimentali durante i periodi di acclimatazione e di prova senza che essi
presentino un aspetto o un comportamento anomali. I lombrichi devono poter infossarsi nel terreno.

21. Per questa prova si raccomanda di utilizzare il terreno artificiale descritto nel metodo di prova C.8 del presente
allegato (48). La preparazione del terreno artificiale da utilizzare nelle prove di bioaccumulo e le indicazioni per
la sua conservazione figurano nell'appendice 4. 1l terreno artificiale asciugato all'aria puo essere conservato a
temperatura ambiente fino all'utilizzo.

22. E tuttavia possibile impiegare come terreno di prova efo di coltura anche terreno naturale proveniente da siti
non inquinati. [ terreni naturali sono caratterizzati almeno per i seguenti parametri: origine (sito di prelievo),
pH, tenore di carbonio organico, distribuzione granulometrica (percentuale di sabbia, limo e argilla), capacita
massima di ritenzione idrica (WHCmax) e tenore di umidita (3). La ricerca di microinquinanti nel terreno o nei
suoi componenti, prima del suo utilizzo, fornisce informazioni utili. Se si impiega terreno naturale prelevato da
suoli agricoli, ¢ opportuno che non sia stato trattato con fitofarmaci né con letame di animali trattati per
almeno un anno prima del prelievo, né con fertilizzanti organici per almeno sei mesi prima del prelievo (50). Le
procedure per la manipolazione dei terreni naturali prima del loro utilizzo nelle prove ecotossicologiche di
laboratorio con oligocheti sono descritte nel manuale del’ASTM (3). 1l tempo di conservazione dei terreni
naturali in laboratorio deve essere il piu breve possibile.

Applicazione della sostanza in esame

23. La sostanza chimica in esame ¢ incorporata nel terreno, tenendo conto delle proprieta fisico-chimiche di detta
sostanza. Una sostanza idrosolubile va disciolta completamente in acqua prima di mescolarla al terreno. Per
l'aggiunta delle sostanze poco solubili in acqua, la procedura raccomandata consiste nel rivestire con la sostanza
in esame uno o pitt componenti del terreno (artificiale). Ad esempio, si puod impregnare la sabbia di quarzo, o
una sua porzione, con una soluzione della sostanza in esame in un solvente organico adatto, che si lascia poi
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lentamente evaporare a secco. La frazione rivestita pud cosi essere mescolata al terreno umido. Questa proce-
dura ha il grande vantaggio di non introdurre alcun solvente nel terreno. Quando si utilizza un terreno naturale,
la sostanza in esame puo essere aggiunta arricchendo una porzione di terreno asciugato all’aria come descritto
in precedenza per il terreno artificiale, oppure mescolandola al terreno umido, con successiva fase di evapo-
razione se si utilizza un agente solubilizzante. In linea di principio, il contatto del terreno umido con solventi ¢
da evitarsi per quanto possibile. Va tenuto presente quanto segue:

— se si utilizza un solvente diverso dall'acqua, ¢ opportuno che sia miscibile con I'acqua efo che possa essere
eliminato (ad esempio, per evaporazione), lasciando sul terreno solo la sostanza in esame,

— se si utilizza un solvente di controllo, non ¢ necessario alcun controllo negativo. I solvente di controllo
deve contenere la concentrazione massima del solvente aggiunto al terreno e deve provenire dallo stesso
lotto utilizzato per preparare la soluzione madre. La tossicita e la volatilita del solvente, nonché la solubilita
della sostanza in esame nel solvente prescelto devono costituire i criteri principali per la scelta dell'agente
solubilizzante.

24. Per le sostanze poco solubili in acqua e nei solventi organici, ¢ possibile mescolare alla quantita di sostanza in
esame, ad esempio utilizzando un mortaio e pestello, da 2,0 a 2,5 g di sabbia di quarzo finemente macinata per
ottenere la concentrazione sperimentale voluta. Questa miscela di sabbia di quarzo e sostanza in esame &
incorporata al terreno preumidificato, mescolando a fondo dopo l'aggiunta della quantita necessaria di acqua
deionizzata per raggiungere il grado di umidita richiesto. La miscela finale ¢ distribuita nei recipienti di prova.
La procedura ¢ ripetuta per ogni concentrazione sperimentale preparando anche un congruo controllo di 2,0-
2,5 g di sabbia di quarzo finemente macinata per recipiente di prova.

25. La concentrazione della sostanza in esame nel terreno va determinata dopo la sua addizione al terreno. La
distribuzione omogenea della sostanza nel terreno deve essere verificata prima di introdurre gli organismi
sperimentali. Il metodo di addizione prescelto e le ragioni di tale scelta devono essere riportati nella relazione
(24).

26. Idealmente l'equilibrio tra il terreno e l'acqua interstiziale deve essere stabilito prima dell'introduzione degli
organismi; si raccomanda un periodo di quattro giorni a 20 °C. Per molte sostanze chimiche organiche poco
idrosolubili, il tempo necessario per raggiungere un vero equilibrio tra le parti adsorbite e dissolte puo essere
dell'ordine di vari giorni o mesi. Secondo la finalita dello studio, ad esempio se si tratta di simulare delle
condizioni ambientali, puo essere necessario “invecchiare” piti a lungo il terreno addizionato [per i metalli, tre
settimane a 20 °C (22)].

Allevamento degli organismi sperimentali

27. E preferibile tenere i lombrichi e gli enchitreidi in allevamento di laboratorio permanente. Indicazioni sui metodi
di allevamento in laboratorio di Eisenia fetida e Eisenia andrei, e delle specie di enchitreidi figurano nellappendice
5 [cfr. anche (48) (51) (52)].

28. Gli animali usati nelle prove devono essere esenti da malattie, anomalie e parassiti osservabili.

ESECUZIONE DELLA PROVA

29. Gli organismi sperimentali sono esposti alla sostanza in esame durante la fase di assorbimento. La fase di
assorbimento dura 14 giorni (enchitreidi) o 21 giorni (lombrichi) salvo dimostrazione che lo stato stazionario ¢
stato raggiunto prima.

30. Per la fase di eliminazione, gli animali sono trasferiti in un terreno privo della sostanza in esame. Il primo
campione deve essere prelevato da 4 a 24 ore dopo l'inizio della fase di eliminazione. L'appendice 3 contiene
qualche esempio di programma di campionamento con fase di assorbimento e fase di eliminazione di 21 giorni
ciascuna.

Organismi sperimentali

31. In molte specie di enchitreidi terrestri il peso individuale ¢ molto basso (ad esempio, 5-10 mg di peso umido
per individuo per Enchytraeus albidus e peso inferiore per Enchytraeus crypticus o Enchytraeus luxuriosus); per
misurare il peso ed eseguire I'analisi chimica puo essere necessario riunire gli animali dei recipienti delle repliche
(si utilizzeranno tutti gli animali di una replica per ottenere un risultato unico per i tessuti analizzati). Si
utilizzano almeno tre repliche, ciascuna contenente venti enchitreidi. Se il limite di rivelabilita della sostanza in
esame ¢ alto, puo essere necessario aggiungere pitt animali. Per le specie sperimentali con peso individuale pit
elevato (Eisenia fetida e Eisenia andrei) ¢ possibile allestire repliche costituite ciascuna di un solo individuo.

32. 1 lombrichi impiegati in una prova devono essere di peso simile (Eisenia fetida e Eisenia andrei hanno peso
individuale compreso tra 250 e 600 mg). Gli enchitreidi (ad esempio, Enchytraeus albidus) devono misurare circa
1 cm di lunghezza. Tutti gli animali impiegati nella stessa prova devono avere la stessa origine ed essere adulti
con clitello (cfr. appendice 5). Poiché il peso e l'eta dell'animale possono influire sui valori del BAF (a causa, per
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esempio, del variare del contenuto lipidico efo della presenza di uova), questi parametri vanno accuratamente
riportati nella relazione e tenuti in considerazione al momento di interpretare i risultati. £ inoltre possibile che
nel periodo di esposizione compaiano dei bozzoli, anchessi con un effetto sui valori del BAF. Si raccomanda di
pesare un sotto-campione di organismi sperimentali prima della prova per stimare il peso medio secco e umido.

33. Per contenere al minimo la riduzione della concentrazione della sostanza in esame durante la fase di assorbi-
mento, occorre utilizzare un rapporto elevato terreno/animali: si raccomanda per Eisenia fetida e Eisenia andrei
una quantita minima di 50 g in peso secco di terreno per lombrico, mentre per gli enchitreidi un minimo di
10-20 g in peso secco di terreno per recipiente. Lo strato di terreno nei recipienti ha uno spessore di 2-3 cm
(enchitreidi) o 4-5 cm (lombrichi).

34. Gli animali utilizzati nella prova sono prelevati dal terreno di allevamento (gli enchitreidi con l'ausilio di
pinzette da orafo). Gli animali adulti sono trasferiti in terreno sperimentale non trattato affinché si acclimatino,
e qui alimentati (cfr. paragrafo 36). Se le condizioni sperimentali sono diverse dalle condizioni di allevamento,
una fase di acclimatazione compresa tra 24 e 72 ore dovrebbe essere sufficiente perché gli animali si adattino
alle condizioni sperimentali. Una volta acclimatati, i lombrichi sono trasferiti in piastre di vetro (ad esempio,
capsula Petri) contenenti acqua pulita per esservi risciacquati, sono poi pesati e infine deposti sul terreno
sperimentale. Prima della pesatura, occorre togliere dagli animali I'acqua in eccesso, passandoli delicatamente
sul bordo della piastra o tamponandoli con cura con un fazzoletto di carta leggermente inumidito.

35. Occorre osservare e riportare nella relazione il comportamento fossorio. Nelle prove con i lombrichi, gli animali
(di controllo e trattati) in genere s'infossano nel terreno nel giro di qualche ora; questo dato va verificato entro
24 ore dallintroduzione degli animali nei recipienti di prova. Se cosi non fosse (ad esempio piti del 10 % di
lombrichi non si ¢ infossato per oltre la meta della fase di assorbimento) la causa va ricercata nelle condizioni
sperimentali, che potrebbero essere inadeguate, oppure nello stato di salute degli organismi sperimentali, non
buono. In tal caso la prova deve essere arrestata e ripetuta. Gli enchitreidi vivono soprattutto nei pori inter-
stiziali del suolo e accade spesso che il loro tegumento sia solo in parte in contatto con il substrato circostante;
si presume che l'esposizione degli enchitreidi fossori e non fossori sia equivalente e l'osservazione di enchitreidi
non infossati non richiede necessariamente la ripetizione della prova.

Alimentazione

36. Lalimentazione degli animali va prevista quando si utilizza un terreno povero in carbonio organico totale. Se il
terreno utilizzato ¢ artificiale si raccomanda il seguente regime settimanale (una somministrazione la settimana):
per i lombrichi, 7 mg di sterco secco per g di terreno in peso secco; per gli enchitreidi 2-2,5 mg di fiocchi
d’avena macinati per g di terreno in peso secco (11). La prima razione ¢ mescolata al terreno subito prima di
introdurvi gli organismi sperimentali. Utilizzare di preferenza lo stesso tipo di cibo impiegato durante l'alleva-
mento (cfr. appendice 5).

Illuminazione e temperatura

37. Le prove sono condotte in base a un fotoperiodo controllato di 16 ore/8 ore (luce/buio), con un’intensita
luminosa di preferenza compresa tra 400 e 800 Ix nella zona dei recipienti di prova (3), a una temperatura di
20+ 2°C.

Concentrazioni della sostanza in esame

38. Si utilizza un'unica concentrazione. I casi in cui & necessario utilizzarne un‘altra, o altre, devono essere motivati.
Se la tossicita (CEy) della sostanza in esame ¢ prossima al limite di rivelabilita analitica, si raccomanda di
utilizzare sostanze di prova radiomarcate con radioattivita specifica elevata. Per i metalli, la concentrazione deve
essere superiore alla concentrazione di fondo nei tessuti e nel terreno.

Repliche

39. Per le misurazioni cinetiche (fasi di assorbimento e di eliminazione), il numero minimo di repliche (recipienti)
trattate ¢ tre per punto di campionamento. Il numero complessivo di repliche preparate dovra essere sufficiente
a coprire i campionamenti previsti per le fasi di assorbimento e di eliminazione.

40. Per le osservazioni e le misurazioni biologiche (rapporto peso secco/peso umido, tenore lipidico) e per I'analisi
delle concentrazioni di fondo negli animali e nel terreno, occorre allestire almeno 12 repliche di controllo
negativo (quattro campioni prelevati all'inizio, quattro alla fine della fase di assorbimento e quattro alla fine
della fase di eliminazione), se come solvente non ¢ stata utilizzata che acqua. Se per l'applicazione della sostanza
in esame si utilizza un agente di solubilizzazione, occorre allestire, oltre alle repliche trattate, delle repliche di
controllo con solvente (quattro recipienti campionati allinizio, quattro alla fine della fase di assorbimento e
quattro alla fine della fase di eliminazione) contenenti tutti i componenti tranne la sostanza in esame. In tal caso
¢ possibile allestire anche altre quattro repliche di controllo negativo (senza solvente) per un campionamento
facoltativo alla fine della fase di assorbimento. Queste repliche possono essere confrontate biologicamente con
quelle di controllo con solvente per ottenere informazioni sull'eventuale influenza del solvente sugli organismi
sottoposti alla prova. Si raccomanda di prevedere un numero sufficiente di repliche di riserva (otto recipienti, ad
esempio), per gli organismi trattati e per i controlli.
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Frequenza delle misure della qualita del terreno

41. 11 pH e il tasso di umidita del terreno sono misurati allinizio e alla fine delle fasi di assorbimento e di
eliminazione. La temperatura del locale di prova ¢ misurata in continuo. L'umidita del terreno va controllata
una volta la settimana pesando i recipienti di prova e confrontandone il peso con il peso rilevato all'inizio della
prova. Le perdite di umidita devono essere compensate aggiungendo acqua deionizzata.

Campionamento e analisi degli organismi sperimentali e del terreno

42. Nell'appendice 3 figura un esempio di programma di campionamento per le fasi di assorbimento e di elimi-
nazione delle prove di bioaccumulo su lombrichi e enchitreidi.

43. Un campione di terreno ¢ prelevato dai recipienti di prova per determinare la concentrazione della sostanza in
esame prima dell'introduzione degli animali e durante le fasi di assorbimento e di eliminazione. Durante la
prova le concentrazioni della sostanza in esame sono determinate negli animali e nel terreno. In linea di
principio, si misurano le concentrazioni totali nel terreno, ma si possono misurare anche le concentrazioni
nell'acqua interstiziale, nel qual caso, prima dell'inizio della prova, occorre spiegarne la ragione e descrivere i
metodi appropriati previsti, riportando poi tali informazioni nella relazione.

44. Gli animali e il terreno sono campionati almeno a sei riprese durante le fasi di assorbimento e di eliminazione.
Se la stabilita di una sostanza di prova ¢ dimostrata, il numero di analisi del terreno pud essere ridotto. Si
raccomanda di analizzare almeno tre repliche all'inizio e alla fine della fase di assorbimento. Se la differenza tra
la concentrazione misurata nel terreno alla fine della fase di assorbimento e la concentrazione iniziale ¢
superiore al 30 %, occorre analizzare i campioni di terreno prelevati in altre date.

45. Ad ogni campionamento, togliere dal terreno gli animali della replica (ad esempio, dopo aver sparso il terreno
della replica su un contenitore poco profondo e prelevato gli animali con pinzette da orafo), sciacquarli
rapidamente con acqua in un piatto di vetro o di acciaio e asciugarli dell'acqua in eccesso (cfr. paragrafo
34). Trasferirli delicatamente in un recipiente tarato e pesarli immediatamente, contenuto intestinale compreso.

46. Lasciare i lombrichi (Eisenia sp.) evacuare lintestino per una notte, ad esempio su carta da filtro inumidita su
una capsula Petri incoperchiata (cfr. paragrafo 34), poi pesarli per valutare I'eventuale perdita di biomassa
durante la prova (si vedano i criteri di validita al paragrafo 17). La pesatura e I'analisi dei tessuti degli enchitreidi
sono effettuate senza evacuazione intestinale, operazione tecnicamente difficile a causa delle piccole dimensioni
di questi animali. Una volta determinato il peso finale, sopprimere immediatamente gli animali con il metodo
pitt appropriato (ad esempio, con azoto liquido o congelandoli a una temperatura inferiore a - 18 °C).

47. Durante la fase di eliminazione, questi animali sostituiscono il contenuto intestinale contaminato con terreno
pulito. Cio significa che le misure relative a un campione di animali a intestino pieno (nella fattispecie gli
enchitreidi) eseguite subito prima della fase di eliminazione includono il terreno contaminato ivi presente. Per
quanto concerne gli oligocheti acquatici, si presume che dopo le prime 4-24 ore della fase di eliminazione, la
maggior parte del contenuto intestinale contaminato sia stato sostituito da sedimento pulito [cfr. ad esempio
(46)]. Osservazioni analoghe sono state riferite per i lombrichi in studi sullaccumulo di cadmio e zinco
radiomarcati (78). Per quanto riguarda gli enchitreidi con contenuto intestinale intatto, la concentrazione di
questo primo campione della fase di eliminazione puo essere considerata come la concentrazione dei tessuti
dopo evacuazione intestinale. Per tenere conto del fatto che la concentrazione della sostanza in esame viene
diluita da terreno non contaminato durante la fase di eliminazione, ¢ possibile stimare il peso del contenuto
intestinale in base ai rapporti peso umido degli organismi/peso delle ceneri degli organismi oppure peso secco
degli organismi/peso delle ceneri degli organismi.

48. E preferibile analizzare i campioni di terreno e di animali subito dopo averli prelevati (ossia entro 1-2 giorni),
per evitare il degrado o altre perdite, e si raccomanda di calcolare la velocita approssimativa di assorbimento ed
eliminazione durante lo svolgimento della prova. Se l'analisi & posticipata, conservare i campioni in modo
idoneo, ad esempio surgelandoli < - 18 °C).

49. Controllare che la precisione e la riproducibilita dell'analisi chimica e che il recupero della sostanza in esame dai
campioni di terreno e di animali siano soddisfacenti per il metodo in oggetto; riportare nella relazione lefficacia
di estrazione, il limite di rivelabilita (LOD) e il limite di quantificazione. Verificare inoltre che la sostanza in
esame non sia rilevabile nei recipienti di controllo in concentrazioni superiori a quella di fondo. Se la concen-
trazione della sostanza in esame nell'organismo sperimentale, Ca, ¢ > 0 per i controlli, includere questo dato nel
calcolo dei parametri cinetici (cfr. appendice 2). Per tutta la durata della prova tutti i campioni devono essere
manipolati in modo da ridurre al minimo la contaminazione e le perdite (derivanti, ad esempio, dall'adsorbi-
mento della sostanza in esame sul dispositivo di campionamento).
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50. Qualora si operi con sostanze radiomarcate, ¢ possibile analizzare il progenitore e i metaboliti. Informazioni
importanti si ricavano dalla quantificazione del composto progenitore e dei metaboliti allo stato stazionario o
alla fine della fase di assorbimento. I campioni vanno in tal caso “puliti” in modo da poter quantificare
separatamente il composto progenitore. Si raccomanda di identificare gli eventuali metaboliti che rappresentano
pitt del 10 % della radioattivita totale del/i campione/i analizzatoli.

51. Annotare e riferire nella relazione il recupero complessivo e il recupero della sostanza in esame negli animali,
nel terreno e, se utilizzate, nelle trappole assorbenti che trattengono la sostanza in esame evaporata.

52. E ammesso per gli enchitreidi, perché di dimensioni piti piccole dei lombrichi, il raggruppamento di individui
prelevati dal recipiente di prova. Se il raggruppamento implica la riduzione del numero di repliche, cio limita le
procedure statistiche che si possono applicare ai dati ricavati dal campionamento. Se sono richieste una potenza
ed una procedura statistiche specifiche, includere nella prova un numero adeguato di repliche per tener conto
del raggruppamento, della procedura e della potenza desiderati.

53. Si raccomanda che il BAF sia espresso sia come funzione del peso secco totale e, se necessario (ad esempio per
sostanze chimiche fortemente idrofobe), come funzione del tenore lipidico. Per determinare il tenore lipidico
avvalersi di metodi idonei [alcuni dei metodi esistenti, ad esempio (31) e (58), vanno adeguati a tal fine]. Questi
metodi si basano su una tecnica di estrazione con cloroformio/metanolo, ma se si vuole evitare 'uso di solventi
clorati, utilizzare una versione modificata del metodo di Bligh e Dyer (9) descritta in (17). Poiché i vari metodi
possono non fornire valori identici, ¢ importante precisare il metodo usato. Quando possibile, ossia se si
dispone di sufficiente tessuto animale, il tenore lipidico ¢ idealmente analizzato sullo stesso campione o estratto
che ¢ servito per lanalisi della sostanza in esame, in quanto i lipidi devono spesso venire rimossi dall'estratto
prima di poterlo analizzare per via cromatografica (49). In alternativa ¢ possibile misurare il tenore lipidico sugli
animali di controllo e il valore ottenuto puo essere utilizzato per normalizzare i valori del BAF. Con que-
st'ultimo approccio la contaminazione dell'apparecchiatura con la sostanza in esame ¢ piti contenuta.

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

54. La curva di assorbimento della sostanza in esame si ottiene rappresentando graficamente la sua concentrazione
nel/sugli animali durante la fase di assorbimento in funzione del tempo su scale aritmetiche. Quando la curva
ha raggiunto un plateau, o stato stazionario (cfr. definizioni nellappendice 1), calcolare il fattore di bioaccumulo
allo stato stazionario (BAFgg) secondo la seguente formula:

C,allo stato stazionario o alla fine della fase di assorbimento (media)
Callo stato stazionario o alla fine della fase di assorbimento (media)

C, = concentrazione della sostanza in esame nell'organismo sperimentale

C, = concentrazione della sostanza in esame nel terreno

55. Se la curva non raggiunge lo stato stazionario, invece del BAFgg determinare il BAFy, in base alle costanti di
velocita, come indicato di seguito:

— determinare il fattore di accumulo (BAFy) come rapporto ks/ke,

— calcolare di preferenza simultaneamente le velocita di assorbimento e di eliminazione (cfr. equazione [11]
nell'appendice 2),

— la costante di velocita di eliminazione (k) ¢ in genere ricavata dalla curva di eliminazione (ossia dal tracciato
della concentrazione della sostanza in esame negli animali durante la fase di eliminazione). Calcolare la
costante di velocita di assorbimento kg in funzione di k. e di un valore di C, che ¢ derivato dalla curva di
assorbimento — per la descrizione di questi metodi cfr. appendice 2. Il metodo preferito per ottenere il
BAFy e le costanti di velocita ky e k. consiste nell'uso di metodi di stima parametrica non lineare su
computer. Se la curva di eliminazione non obbedisce manifestamente a una cinetica di primo ordine si
dovra ricorrere a modelli pitt complessi.

Relazione sulla prova

56. La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti.
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Sostanza chimica in esame:

— ogni informazione disponibile sulla tossicita acuta o a lungo termine (ad esempio CEy, CLy, NOEC) della
sostanza in esame per gli oligocheti terrestri,

— purezza, natura fisica e proprieta fisico-chimiche, ad esempio log K., idrosolubilita,

— dati di identificazione chimica; provenienza della sostanza in esame, identita e concentrazione di eventuali
solventi utilizzati,

— in caso di utilizzo di una sostanza radiomarcata, posizione esatta degli atomi marcati, radioattivita specifica
e purezza radiochimica.

Specie sperimentali:

— nome scientifico, ceppo, provenienza, eventuali pretrattamenti, acclimatazione, eta, dimensioni ecc.

Condizioni sperimentali:

— procedura di prova utilizzata,

— tipo e caratteristiche dell'illuminazione usata e fotoperiodo,

— disegno sperimentale (ad esempio numero e dimensioni dei recipienti, massa del terreno e spessore dello
strato di terreno, numero di repliche, numero di animali per replica, numero di concentrazioni di prova,
durata delle fasi di assorbimento e di eliminazione, frequenza di campionamento),

— motivazione del materiale scelto per i recipienti di prova,

— metodo di preparazione e applicazione della sostanza di prova, nonché ragioni della scelta di tale metodo,

— concentrazioni nominali nella prova, medie dei valori misurati e loro deviazioni standard nei recipienti di
prova, e metodo mediante cui sono stati ottenuti questi valori,

— provenienza dei componenti del terreno artificiale oppure, se si utilizza terreno naturale, provenienza del
terreno, descrizione degli eventuali pretrattamenti, risultati dei controlli (sopravvivenza, aumento della
biomassa, riproduzione), caratteristiche del terreno (pH, tenore di carbonio organico totale, distribuzione
granulometrica, percentuale di sabbia, limo e argilla), WHC,,,, tenore di umidita all'inizio e alla fine della
prova e eventuali altre misurazioni effettuate,

— informazioni particolareggiate sul trattamento dei campioni di terreno e animali, ivi compresi i dettagli su
preparazione, conservazione, procedure di addizione, estrazione e procedure analitiche (e loro precisione)
per la sostanza in esame negli animali e nel terreno, il tenore lipidico (se misurato) e i metodi di recupero
della sostanza in esame.

Risultati:

— mortalita dei controlli e degli organismi trattati in ogni recipiente e eventuali comportamenti anomali
osservati (ad esempio, comportamento non fossorio, assenza di riproduzione in una prova di bioaccumulo
con enchitreidi),

— rapporto peso seccofpeso umido del terreno e degli organismi sperimentali (utile per la normalizzazione),

— peso umido degli animali ad ogni campionamento; per i lombrichi, peso umido all'inizio della prova e ad
ogni campionamento prima e dopo l'evacuazione intestinale,

— tenore lipidico degli organismi sperimentali (se determinato),
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— curve che mostrano le costanti cinetiche di assorbimento e di eliminazione della sostanza in esame negli
animali e il tempo occorso per raggiungere lo stato stazionario,

— G, e C (con deviazione standard e intervallo, se necessario) per ogni campionamento (C, espressa in g kg™!
di peso umido e secco del corpo intero, C, espressa in g kg™! di peso umido e secco del terreno). Se ¢
necessario ricavare un fattore di accumulo biota-sedimento (BSAF), (ad esempio per confrontare i risultati di
due o pitt prove realizzate su animali con tenore lipidico diverso), C, pud essere espressa anche come g kg'!
di tenore lipidico dellorganismo e Cs come g kg™ di carbonio organico (OC) del terreno,

— BAF (espresso in kg terreno kg™! di animale), costante di velocita di assorbimento dal terreno k; (espressa in
g di terreno kg! di animale giorno), e costante di velocita di eliminazione k, (espressa in giorno™l);
eventualmente anche BSAF (espresso in kg di OC del terreno kg™ di tenore lipidico dell'animale),

— se misurate: percentuali del composto progenitore, dei metaboliti e dei residui combinati (ossia la percen-
tuale della sostanza in esame che non puo essere estratta con i normali metodi di estrazione) rilevate nel
terreno e negli animali sperimentali,

— metodi usati per le analisi statistiche dei dati.
Valutazione dei risultati:
— conformita dei risultati con i criteri di validita di cui al paragrafo 17,

— risultati imprevisti o insoliti, ad esempio, eliminazione incompleta della sostanza in esame dagli animali
sperimentali.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Bioaccumulo: aumento di concentrazione della sostanza in esame in o su un organismo rispetto alla concentrazione
della sostanza in esame nellambiente circostante. 1l bioaccumulo ¢ il risultato sia dei processi di bioconcentrazione che di
quelli di biomagnificazione (cfr. di seguito).

Bioconcentrazione: aumento di concentrazione della sostanza in esame in o su un organismo, derivante dall'assorbi-
mento della sostanza esclusivamente dallambiente circostante (ossia attraverso la superficie corporea e in terreno ingerito),
rispetto alla concentrazione della sostanza in esame nellambiente circostante.

Biomagnificazione: aumento di concentrazione della sostanza in esame in o su un organismo, derivante principalmente
dall'assorbimento di alimenti o prede contaminate, rispetto alla concentrazione della sostanza in esame nell'alimento o
nella preda. La biomagnificazione pud comportare un trasferimento o un accumulo della sostanza in esame nelle reti
trofiche.

Eliminazione della sostanza in esame: perdita della sostanza dai tessuti dell'organismo sperimentale mediante processi
attivi o passivi che si verificano indipendentemente dalla presenza o dall'assenza della sostanza nell'ambiente circostante.

Fattore di bioaccumulo (BAF) in qualsiasi momento della fase di assorbimento della prova: concentrazione della
sostanza in esame in o sull'organismo sperimentale (C, in gkg! di peso secco dellanimale) diviso per la concentrazione
della sostanza chimica nellambiente circostante (C espressa in gkg™! di peso secco del terreno); il BAF ¢ espresso in kg di
terrenokg! di animale.

Fattore di bioaccumulo allo stato stazionario (BAFg): BAF allo stato stazionario, che non varia in modo significativo
per un lungo periodo, periodo durante il quale la concentrazione della sostanza in esame nellambiente circostante (Cg in
gkg! di peso secco del terreno) rimane costante.

Fattori di bioaccumulo cinetico (BAFy): fattori di bioaccumulo calcolati direttamente dal rapporto tra la costante di
velocita di assorbimento dal terreno e la costante di velocita di eliminazione (kg and k,, cfr. di seguito).

Fattore di accumulo biota-sedimento (BSAF): concentrazione normalizzata per il tenore lipidico della sostanza in esame
nel o sull'organismo sperimentale divisa per la concentrazione normalizzata per il tenore di carbonio organico della
sostanza in esame nel terreno allo stato stazionario. C, ¢ pertanto espressa in g-kg™! di tenore in lipidi dell'organismo, e C,
in gkg! di tenore in carbonio organico del terreno; il BSAF ¢ espresso in kg di carbonio organico kg™! di lipidi.

Plateau o stato stazionario: equilibrio tra il processo di assorbimento e di eliminazione che si verificano simultanea-
mente nella fase di esposizione. Lo stato stazionario, nel tracciato del BAF in funzione del tempo, viene raggiunto quando
la curva diventa parallela all'asse del tempo e tre analisi successive del BAF su campioni prelevati ad intervalli di almeno
due giorni differiscono di non oltre il + 20 % una dall’altra, e non vi sono differenze statisticamente significative tra i tre
periodi di campionamento. Per il controllo di sostanze che vengono assorbite lentamente, intervalli di sette giorni saranno
pitt idonei (49).

Coefficiente di ripartizione carbone organico-acqua (K,): rapporto tra la concentrazione di una sostanza chimica
nella o sulla frazione di carbonio organico di un terreno e la concentrazione della sostanza all'equilibrio.

Coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua (K,,): rapporto tra la solubilitd di una sostanza chimica in n-ottanolo e
quella in acqua allequilibrio, espresso anche come P, Il logaritmo di K, (log K,,) viene usato come indicazione del
potenziale di bioaccumulo di una sostanza chimica da parte di organismi acquatici.

Fase di assorbimento o esposizione: tempo durante il quale gli organismi sperimentali sono esposti alla sostanza
chimica in esame.

Costante di velocita di assorbimento dal terreno (k,): valore numerico che definisce la velocita di aumento della
concentrazione della sostanza in esame nel o sullorganismo sperimentale derivante dall'assorbimento dalla fase del

terreno. kg ¢ espressa in g di terreno kg! di animale giorno™.

Fase di eliminazione: tempo, dopo il trasferimento dell'organismo sperimentale da un ambiente contenente la sostanza
in esame ad un ambiente esente da tale sostanza, durante il quale viene studiata l'eliminazione (o perdita netta) della
sostanza dall'organismo sperimentale.

Costante di velocita di eliminazione (k.): valore numerico che definisce la velocita di riduzione della concentrazione
della sostanza in esame nel o sull'organismo sperimentale dopo il trasferimento di questultimo da un ambiente conte-
nente la sostanza in esame ad un ambiente esente da tale sostanza; k, & espressa in giorno™.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.
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Appendice 2

Calcolo dei parametri di assorbimento ed eliminazione

Il principale endpoint di una prova di bioaccumulo ¢ il fattore di bioaccumulo BAF. Per calcolare il BAF si divide la
concentrazione nell'organismo sperimentale, C,, per la concentrazione del terreno C,, allo stato stazionario. Se lo stato
stazionario non ¢ raggiunto durante la fase di assorbimento, il BAFy ¢ calcolato a partire dalle costanti di velocita invece
che dal BAFg. Va tuttavia annotato se il BAF si basa o meno sulle concentrazioni allo stato stazionario.

La procedura abituale per ottenere il fattore di bioaccumulo cinetico (BAFy), la costante di velocita di assorbimento dal
terreno (k) e la costante di velocita di eliminazione (k,) consiste nel ricorrere a metodi informatici non lineari di stima dei
parametri, ad esempio sulla base dei modelli descritti in (68). Data una serie di valori sequenziali della concentrazione in
funzione del tempo e le equazioni dei modelli

k.

C, = k—z x Co(1 —eXe) 0<t<t equazione [1]
oppure
C, = k_z x Cy(e kel — eket) t>t. equazione [2]
dove:

C, = concentrazione della sostanza negli animali [g-kg™ di peso umido o secco]

k, = costante di velocita di assorbimento nei tessuti [g di terreno kg™ di animale giorno™]
C, = concentrazione della sostanza nel terreno [gkg! di peso umido o secco]

k, = costante di velocita di eliminazione [giorno™]

t. = tempo al termine della fase di assorbimento,

questi programmi informatici calcolano i valori di BAFy, kg e k..

Quando la concentrazione di fondo negli animali non esposti, ad esempio il giorno 0, ¢ significativamente diversa da zero
(come puo essere il caso dei metalli), tale concentrazione (C,,) deve essere inclusa in queste equazioni, come segue:

k.
C, = Capo +f x Ce(1 — e’ke‘) 0<t<t equazione [3]
€
e
kS —k ,(t—tc) -k .t :
C, = Cao + i x Cy(e™e —ee") t>t equazione [4]
€

Se si osserva un forte calo della concentrazione della sostanza di prova nel terreno durante la fase di assorbimento, ¢
possibile utilizzare i seguenti modelli, ad esempio (67) e (79):

C, = Cole™h equazione [5]

dove:
C, = concentrazione della sostanza nel terreno [g'kg™ di peso umido o secco]

ko = costante di velocita di degradazione nel terreno [d-1]

Cy = concentrazione iniziale della sostanza nel terreno [gkg™! di peso umido o secco]

ks

“Thk

« (efkqt . e—ker) 0<t<t equazione [6]
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— ks
B ke - kO

—kotc k —k(t—tc)

C, X e —ere“xe >t equazione [7]

dove:

C, = concentrazione della sostanza negli animali [g-kg! di peso umido o secco]

k, = costante di velocita di assorbimento nei tessuti [g di terrenokg™ di animale giorno™]

ko = costante di velocita di degradazione nel terreno [giorno™]

k, = costante di velocita di eliminazione [giorno™]

t. = tempo al termine della fase di assorbimento.

Quando si ¢ raggiunto uno stato stazionario durante la fase di assorbimento (ossia t = es), ¢ possibile ridurre I'equazione

k.
Co==xC(1— e*kel) 0<t<t equazione [1]

ke

all'equazione:

oppure

C,/Cs = kyke = BAFg equazione [8]

In seguito ky/k. x C, da unapprossimazione della concentrazione della sostanza in esame nel tessuto dellanimale allo
stato stazionario (C, ).

1l fattore di accumulo biota-sedimento (BSAF) puo essere calcolato come segue:

f,
BSAF = BAFx * fo—c equazione [9]
lip

dove f,. ¢ la frazione di carbonio organico nel terreno e fi, ¢ la frazione di lipidi negli animali, entrambe determinate di
preferenza su campioni prelevati dalla prova, e basate rispettivamente sul peso secco o sul peso umido.

Per modellizzare le costanti cinetiche di eliminazione si possono utilizzare i dati ricavati dalla fase di eliminazione e
applicare la seguente equazione del modello e un metodo informatico non lineare di stima dei parametri. Se il tracciato
dei dati in funzione del tempo indica una diminuzione esponenziale costante della concentrazione della sostanza in esame
negli animali, il decorso dell'eliminazione pud essere descritto da un modello a compartimento singolo (equazione [9]).

Gl = Cu x 5! equazione [10]

[ processi di eliminazione paiono talvolta avvenire in due fasi: dapprima una rapida diminuzione di C,, che nelle fasi
successive dell’eliminazione evolve in una perdita piti lenta delle sostanze in esame, ad esempio (27) e (68). Le due fasi
possono essere interpretate ipotizzando lesistenza di due compartimenti nell'organismo, a partire dai quali la sostanza in
esame ¢ eliminata a velocita diverse. In questi casi & opportuno studiare la letteratura pertinente, ad esempio (38) (39) (40)
e (78).

Le equazioni del modello illustrate sopra possono servire a calcolare simultaneamente i parametri cinetici (kg and k),
applicando un modello di cinetica di primo ordine a tutti i dati delle fasi di assorbimento e di eliminazione simulta-
neamente. Per una descrizione di un metodo che permetta un tale calcolo combinato delle costanti di velocita di
assorbimento ed eliminazione, consultare ad esempio (41), (73) e (70).

K§

K
C, = < “C(1 — e x (m = 1)] + [k—g x Cy(e K=t oKty 5 (m = 2) equazione [11]
€ €

NB: quando i parametri di assorbimento e di eliminazione sono stimati simultaneamente sulla base dei dati combinati di
assorbimento ed eliminazione, “m” di cui allequazione [11] ¢ un descrittore che consente al programma informatico
di attribuire i sottotermini dell'equazione alle serie di dati della fase corrispondente e eseguire una valutazione
corretta (m = 1 per la fase di assorbimento; m = 2 per la fase di eliminazione).

Ciononostante, queste equazioni di modelli vanno utilizzate con cautela, in particolare se nella prova si verificano
cambiamenti della biodisponibilita o della (bio)degradazione della sostanza in esame [cfr. ad esempio (79)].
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Appendice 3

ESEMPI DI PROGRAMMI PER LE PROVE DI BIOACCUMULO NEL TERRENO

Prova sui lombrichi

a) Fase di assorbimento con 8 date di campionamento per il calcolo dei parametri cinetici

Giorno

Attivita

-6

Condizionamento del terreno preparato per 48 ore.

-4

Addizione della soluzione della sostanza in esame alla frazione di terreno; evaporazione degli
eventuali solventi; miscelazione dei componenti del terreno; distribuzione del terreno nei reci-
pienti di prova; equilibrazione alle condizioni sperimentali per 4 giorni (3 settimane per i terreni
addizionati di metalli).

da-3a-1

Rimozione degli organismi sperimentali dal terreno di allevamento per acclimatazione; prepara-
zione e umidificazione dei componenti del terreno.

Misurazione della temperatura e del pH del terreno; prelievo di campioni di terreno dai recipienti
trattati e dai controlli con solvente per la determinazione della concentrazione della sostanza in
esame; introduzione di una razione di cibo; pesatura e distribuzione casuale degli animali nei
recipienti di prova; accantonamento di un numero sufficiente di sottocampioni di animali per
determinare i valori analitici di fondo, del peso umido e secco e del tenore lipidico; pesatura di
tutti i recipienti di prova per il controllo dell'umidita del terreno; controllo del flusso d’aria, se si
utilizza un sistema sperimentale chiuso.

Controllo del flusso d’aria, annotazione del comportamento degli animali e della temperatura;
prelievo di campioni di terreno e di animali per determinare la concentrazione della sostanza in
esame.

Idem come il 1° giorno.

Controllo del flusso d'aria, del comportamento degli animali e della temperatura.

Idem come il 1° giorno.

Idem come il 3° giorno.

Idem come il 1° giorno; introduzione di una razione di cibo; controllo dell'umidita del terreno
ripesando i recipienti e compensando l'acqua evaporata.

Idem come il 3° giorno.

10

Idem come il 1° giorno.

11 - 13

Idem come il 3° giorno.

14

Idem come il 1° giorno; introduzione di una razione di cibo; controllo dell'umidita del terreno
ripesando i recipienti e compensando l'acqua evaporata.

15 - 16

Idem come il 3° giorno.

17

Idem come il 1° giorno.

18 - 20

Idem come il 3° giorno.

21

Idem come il 1° giorno; misurazione della temperatura e del pH del terreno; controllo dell'umi-
dita del terreno ripesando i recipienti; fine della fase di assorbimento; trasferimento degli animali
dalle restanti repliche esposte ai recipienti contenenti terreno pulito per la fase di eliminazione
(senza evacuazione dell'intestino); prelievo di campioni di terreno e animali dai controlli con
solvente.

Le attivita che precedono l'esposizione (fase di equilibrazione) sono programmate tenendo conto
delle proprieta della sostanza chimica in esame.

Le attivita descritte per il 3° giorno sono effettuate quotidianamente (almeno nei giorni lavora-
tivi).
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b) Fase di eliminazione

Giorno

Attivita

-6

Preparazione e umidificazione dei componenti del terreno; condizionamento del terreno prepa-
rato per 48 ore.

Miscelazione dei componenti del terreno; distribuzione del terreno nei recipienti di prova;
incubazione alle condizioni sperimentali per 4 giorni.

0 (fine della fase di
assorbimento)

Misurazione della temperatura e del pH del terreno; pesatura e distribuzione casuale degli animali
nei recipienti di prova; introduzione di una razione di cibo; trasferimento degli animali dalle
restanti repliche esposte ai recipienti contenenti terreno pulito; prelievo di campioni di terreno e
di animali dopo 4-6 ore per determinare la concentrazione della sostanza in esame.

Controllo del flusso d'aria, annotazione del comportamento degli animali e della temperatura.
prelievo di campioni di terreno e di animali per determinare la concentrazione della sostanza in
esame.

Idem come il 1° giorno.

Controllo del flusso d’aria, del comportamento degli animali e della temperatura.

Idem come il 1° giorno.

Idem come il 3° giorno.

Idem come
ripesando i

il 1° giorno. introduzione di una razione di cibo; controllo dell'umidita del terreno
recipienti e compensando l'acqua evaporata.

Idem come il 3° giorno.

10

Idem come il 1° giorno.

11 -13

Idem come il 3° giorno.

14

Idem come
ripesando i

il 1° giorno. introduzione di una razione di cibo; controllo dell'umidita del terreno
recipienti e compensando I'acqua evaporata.

15 - 16

Idem come il 3° giorno.

17

Idem come il 1° giorno.

18 - 20

Idem come il 3° giorno.

21

Idem come il 1° giorno. misurazione della temperatura e del pH del terreno; controllo dell'umi-
dita del terreno ripesando i recipienti; prelievo di campioni di terreno e animali dai controlli con
solvente.

La preparazione del terreno per la fase di eliminazione ¢ eseguita come per la fase di assorbi-
mento.

Le attivita descritte per il 3° giorno sono effettuate quotidianamente (almeno nei giorni lavora-
tivi).

Prova sugli enchitreidi

a) Fase di assorbimento

con 8 date di campionamento per il calcolo dei parametri cinetici

Giorno

Attivita

-6

Condizionamento del terreno preparato per 48 ore.

-4

Addizione della soluzione della sostanza in esame alla frazione di terreno; evaporazione degli
eventuali solventi; miscelazione dei componenti del terreno; distribuzione del terreno nei reci-
pienti di prova; equilibrazione alle condizioni sperimentali per 4 giorni (3 settimane per i terreni
addizionati di metalli).
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Giorno

Attivita

da-3a-1

Rimozione degli organismi sperimentali dal terreno di allevamento per acclimatazione; prepara-
zione e umidificazione dei componenti del terreno.

Misurazione della temperatura e del pH del terreno; prelievo di campioni di terreno dai recipienti
trattati e dai controlli con solvente per la determinazione della concentrazione della sostanza in
esame; introduzione di una razione di cibo; pesatura e distribuzione casuale degli animali nei
recipienti di prova; accantonamento di un numero sufficiente di sottocampioni di animali per la
determinazione dei valori analitici di fondo, del peso umido e secco e del tenore lipidico;
pesatura di tutti i recipienti di prova il controllo dell'umidita del terreno; controllo del flusso
daria, se si utilizza un sistema sperimentale chiuso.

Controllo del flusso d'aria, annotazione del comportamento degli animali e della temperatura;
prelievo di campioni di terreno e di animali per determinare la concentrazione della sostanza in
esame.

Idem come il 1° giorno.

Controllo del flusso d’aria, del comportamento degli animali e della temperatura.

Idem come il 1° giorno.

Idem come il 3° giorno.

Idem come il 1° giorno; introduzione di una razione di cibo; controllo dellumidita del terreno
ripesando i recipienti e compensando l'acqua evaporata.

Idem come il 1° giorno.

10

Idem come il 3° giorno.

11

Idem come il 1° giorno.

12 -13

Idem come il 3° giorno.

14

Idem come il 1° giorno; introduzione di una razione di cibo; misurazione della temperatura e del
pH del terreno; controllo dell'umidita del terreno ripesando i recipienti; fine della fase di assor-
bimento; trasferimento degli animali dalle restanti repliche esposte ai recipienti contenenti ter-
reno pulito per la fase di eliminazione (senza evacuazione dell'intestino); prelievo di campioni di
terreno e animali dai controlli con solvente.

Le attivita che precedono l'esposizione (fase di equilibrazione) sono programmate tenendo conto
delle proprieta della sostanza chimica in esame.

Le attivita descritte per il 3° giorno sono effettuate quotidianamente (almeno nei giorni lavora-
tivi).

— 250 —E

24 Serie speciale - n. 37




19-5-2014 GAzzETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 24 Serie speciale - n. 37

Appendice 4

Terreno artificiale — indicazioni per la preparazione e la conservazione

Poiché, nel corso dell'anno, non sempre si pud disporre di terreno naturale di una determinata origine e dato che gli
organismi indigeni e i microinquinanti in esso presenti possono influire sull'esito della prova, si raccomanda di utilizzare
in questa prova il terreno artificiale di cui al capitolo C.8 del presente allegato, Tossicita per i lombrichi (48). Si tratta di
un terreno in cui possono sopravvivere, crescere e riprodursi varie specie sperimentali e che offre sia una standardizza-
zione massima sia la comparabilita intra e interlaboratorio delle condizioni di prova e di allevamento.

Componenti

Torba 10 % Torba di sfagno in conformita con la linea guida OCSE n. 207 (48)

Sabbia di quarzo 70 % Sabbia di quarzo industriale (asciugata all'aria); granulometria: > 50 % delle
particelle comprese tra 50 e 200 pm, ma tutte < 2 mm

Argilla caolinica 20 % Tenore di caolinite > 30 %

Carbonato di calcio <1% CaCOs, in polvere, chimicamente puro

1l tenore di carbonio organico del terreno artificiale pud anche essere ridotto, diminuendo, ad esempio, la percentuale di
torba al 4-5 % di terreno secco e aumentando proporzionalmente il contenuto di sabbia. Con un tenore inferiore di
carbonio organico, puo risultare inferiore 'adsorbimento della sostanza in esame nel terreno (carbonio organico) e
aumentare la disponibilita della sostanza in esame per gli animali (74). E stato dimostrato che Enchytraeus albidus e Eisenia
fetida possono soddisfare i criteri di validita relativi alla riproduzione quando saggiati in terreni naturali con un tenore pitt
basso di carbonio organico, ad esempio 2,7 % (33) e (61), ed ¢ stato sperimentalmente constatato che cio vale anche con
un terreno artificiale contenente 5 % di torba.

Preparazione

Mescolare accuratamente i componenti secchi del terreno (ad esempio in un grande miscelatore da laboratorio), opera-
zione che pud essere eseguita circa una settimana prima dell'inizio della prova. Inumidire la miscela con acqua deionizzata
almeno 48 ore prima di applicarvi la sostanza in esame per equilibrare/stabilizzare l'acidita. Per determinare il pH,
utilizzare una miscela di terreno con una soluzione di 1 M KCl in rapporto 1:5. Se il pH non rientra nell'intervallo
richiesto (6,0 £ 0,5), aggiungere al terreno CaCOj; in quantita sufficiente oppure preparare un nuovo lotto di terreno.

Determinare la capacitd massima di ritenzione idrica (WHC,,,,) del terreno artificiale in base alla norma ISO 11268-2
(35). Almeno due giorni prima dell'inizio della prova, inumidire il terreno aggiungendo acqua deionizzata o acqua
artificiale in quantita sufficiente a ottenere circa la meta del tenore d’umidita finale. Il tenore di umidita finale deve
rappresentare dal 40 % al 60 % della WHC_ ... Suddividere, all'inizio della prova, il terreno preinumidito in un numero di
lotti pari al numero delle concentrazioni sperimentali e dei controlli da utilizzarsi nella prova, e aggiustare il tenore di
umidita al 40 — 60 % della WHC,,,, aggiungendo la soluzione della sostanza in esame efo acqua deionizzata o artificiale.
Misurare il tenore di umidita all'inizio e alla fine della prova (a 105 °C) per accertarsi che soddisfi in modo ottimale le
esigenze delle specie sperimentali (ad esempio, se stringendo leggermente in mano un pugno di terreno, tra le dita
compaiono delle goccioline d’acqua).

Conservazione

Conservare i componenti secchi del terreno artificiale a temperatura ambiente fino al momento dell'uso. Conservare il
terreno preparato e preinumidito in luogo fresco per tre giorni al massimo prima di addizionarvi la sostanza in esame,
avendo cura di ridurre al minimo 'evaporazione d’acqua. Una volta addizionata la sostanza in esame, utilizzare il terreno
immediatamente, salvo vi siano informazioni che indicano la possibilita di conservarlo senza alterare la tossicita e la
biodisponibilita della sostanza di prova. Conservare fino all'analisi i campioni di terreno addizionato alle condizioni
raccomandate per la sostanza in esame.
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Appendice 5

Specie di oligocheti terrestri raccomandate per le prove di bioaccumulo nel suolo

Lombrichi

La specie raccomandata per questa prova ¢ Eisenia fetida (Savigny 1826) della famiglia dei Lumbricidi. Dal 1972, la si
suddivide in due sottospecie [Eisenia fetida e Eisenia andrei (10)]. Secondo Jaenike (36), si tratta di due specie a sé stanti.
Eisenia fetida ¢ facilmente riconoscibile per le strisce giallo acceso intersegmentarie, mentre Eisenia andrei ha una livrea
uniforme color rosso scuro. Probabilmente originarie della regione del Mar Nero, sono oggi diffuse in tutto il mondo,
soprattutto in habitat modificati dalle attivita antropiche, come i mucchi di compost. Entrambe si prestano ad essere
utilizzate nelle prove ecotossicologiche e di bioaccumulo.

Eisenia fetida e Eisenia andrei sono disponibili in commercio, ad esempio come esche per la pesca. Rispetto ad altri
lumbricidi, hanno un ciclo di vita breve e raggiungono la maturita in 2-3 mesi (a temperatura ambiente). Prosperano
a temperature oscillanti tra i 20 e i 24 °C e prediligono substrati relativamente umidi, con pH pressoché neutro e a forte
tenore di materia organica. Dato che si tratta di specie ampiamente utilizzate da 25 anni in prove ecotossicologiche
standardizzate, il loro allevamento & ormai diffuso (48) (77).

Entrambe le specie possono essere allevate in deiezioni animali di vario tipo. Il mezzo di allevamento raccomandato
dall'ISO (35) ¢ una miscela di letame di equini o bovini e torba in parti uguali. Il mezzo deve avere un pH di circa 6-7
(aggiustato con carbonato di calcio), una conduttivita ionica bassa (minore di 6 mS/cm o concentrazione di sali inferiore a
0,5 %) e non essere troppo contaminato da ammoniaca o urina animale. Si puo utilizzare anche la terra da giardino che si
trova in commercio, priva di additivi, oppure terreno artificiale quale definito dal’OCSE (48), o ancora una miscela di
entrambi in parti uguali. Il substrato dovrebbe essere umido ma non troppo bagnato. Le cassette d’allevamento pit idonee
hanno capacita compresa tra 10 e 50 litri.

Per ottenere una popolazione di lombrichi omogenea per eta e massa, ¢ consigliabile iniziare I'allevamento con i bozzoli.
A tal fine introdurre una quantita di animali adulti in una cassetta d’allevamento contenente substrato fresco. L'esperienza
dimostra che si ottengono buoni tassi di riproduzione con una densita demografica di circa 100 lombrichi adulti per kg
di substrato (peso umido). Dopo 28 giorni togliere i lombrichi adulti. I lombrichi nati dai bozzoli sono utilizzati per le
prove una volta adulti, ossia dopo almeno 2 mesi dalla schiusa ma non oltre 12 mesi.

Si puo ritenere che i lombrichi delle specie qui descritte godano di buona salute se si muovono nel substrato, non tentano
di fuggire e si riproducono continuamente. Una certa inazione o una colorazione gialla dell'estremita posteriore (nel caso
di Eisenia fetida) sono indici di impoverimento del substrato. In tal caso si raccomanda di utilizzare substrato fresco efo
ridurre il numero di animali per cassetta.
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Enchitreidi

La specie consigliata per questa prova ¢ Enchytraeus albidus (Henle 1837 — verme bianco). Enchytraeus albidus ¢ una delle
specie di maggiori dimensioni (fino a 15 mm) della famiglia di anellidi oligocheti degli Enchitreidi ed ¢ diffusa in tutto il
mondo (8). La si ritrova in ambiente marino, dulciacquicolo e terrestre, principalmente nella materia organica in
putrefazione (alghe, compost), talvolta nei terreni prativi (42). L'ampia valenza ecologica che caratterizza questa specie
e alcune sue variazioni morfologiche indicano che potrebbero esistere varie razze.

Enchytraeus albidus ¢ reperibile in commercio, sotto forma di mangime per pesci. Occorre verificare se I'allevamento ¢
contaminato da altre specie, generalmente piti piccole (60), nel qual caso gli animali vanno lavati con acqua in una
capsula Petri. Per avviare un nuovo allevamento, scegliere gli esemplari adulti di grandi dimensioni (prelevandoli con un
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microscopio stereoscopico) e scartare tutti gli altri. Il ciclo di vita di questo animale & breve, dato che raggiunge la
maturita in un tempo oscillante tra 33 (a 18 °C) e 74 giorni (a 12 °C). Utilizzare per questa prova solo gli animali che
siano stati tenuti in laboratorio almeno 5 settimane (una generazione) e che non abbiano mostrato complicazioni.

Anche altre specie del genere Enchytraeus sono adatte per questa prova, in particolare Enchytraeus luxuriosus. Questa specie &
prevalentemente terricola, come ¢ stato recentemente descritto in (65). Se si impiegano altre specie di Enchytraeus occorre
identificarle in modo chiaro e giustificare tale scelta nella relazione.

La specie Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) appartiene allo stesso gruppo di Enchytraeus luxuriosus. Poiché
questa specie ¢ stata descritta solo negli allevamenti di lombrichi e nei mucchi di compost (Rombke 2003), la sua
esistenza in natura non ¢ certa e quindi non se ne conoscono le esigenze ecologiche. Pur tuttavia, alcuni studi recenti di
laboratorio condotti su vari tipi di terreno hanno confermato la grande tolleranza di questa specie verso caratteristiche del
suolo quali ph e struttura (Jansch et al. 2005). Negli ultimi anni essa ¢ stata spesso utilizzata negli studi ecotossicologici
proprio perché semplice da allevare e da saggiare (Kuperman et al. 2003). Presenta tuttavia l'inconveniente delle piccole
dimensioni, che, essendo in media da 3 a 12 mm (Westheide & Miiller 1996), ne rendono difficoltosa la manipolazione
rispetto a Enchytraeus albidus. Quando si utilizza questa specie invece di Enchytraeus albidus, i recipienti di prova possono
essere pill piccoli, ma non necessariamente. Va inoltre tenuto in considerazione che questa specie si riproduce molto
rapidamente, con un tempo di moltiplicazione inferiore a 20 giorni a 20 % 2 °C (Achazi et al. 1999) se non ancor pit
basso a temperature pitl elevate.

Gli enchitreidi della specie Enchytraeus albidus (cosi come di altre specie di enchitreidi) possono essere allevati in grandi
cassette di plastica (di dimensioni, ad esempio, 30 x 60 x 10 cm oppure, per vermi piccoli, 20 x 12 x 8 cm) riempite di
una miscela di terreno artificiale e terra da giardino reperibile in commercio, non contaminata e priva di additivi. 1l
compost ¢ da evitare poiché pud contenere sostanze tossiche, come i metalli pesanti. Prima dell'utilizzo, eliminare la fauna
indigena dal terreno di allevamento surgelandolo tre volte. E possibile utilizzare un terreno completamente artificiale,
tenendo presente che il tasso di riproduzione potrebbe essere pit lento rispetto a quello che si osserva con i substrati
misti. Il substrato deve avere un pH di 6,0 +0,5. Tenere gli animali al buio, in un’incubatrice con temperatura di
15 £ 2°C, evitando in ogni caso temperature superiori a 23 °C. Il terreno artificiale o naturale deve essere umido, ma
non bagnato, tale che, se premuto leggermente con la mano, lasci filtrare in superficie solo qualche gocciolina d'acqua.
Evitare di creare condizioni anossiche (se si utilizza un coperchio, accertarsi che abbia un numero di fori sufficienti a
garantire un congruo ricambio d’aria). Il terreno va aerato rimescolandolo delicatamente una volta la settimana.

Alimentare gli animali almeno a cadenza settimanale, a volonta, con fiocchi d’avena posti in una cavita sulla superficie del
terreno e ricoperti di terra. Se rimane cibo dalla volta precedente, adeguare la nuova razione in funzione della quantita
rimasta. Se il cibo restante presenta muffa, sostituirlo con una nuova razione di fiocchi d’avena. Per stimolare la
riproduzione, i fiocchi d’avena possono essere sostituiti, ogni due settimane, da una polvere proteica, reperibile in
commercio, arricchita di vitamine. Dopo tre mesi trasferire gli animali in un substrato di allevamento fresco. Conservare
i fiocchi d’avena in recipienti ermeticamente chiusi e sterilizzarli in autoclave o riscaldarli prima di somministrarli, onde
prevenire eventuali infestazioni da acari della farina (ad esempio Glycyphagus sp., Astigmata, Acarina) o da acari predatori
[ad esempio Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina]. Una volta disinfettato, macinare l'alimento in modo da
poterlo distribuire con facilita sulla superficie del terreno. In alternativa ai fiocchi d’avena si pud utilizzare lievito per
panificazione o mangime per pesci TetraMin®.

In linea di principio, le condizioni di allevamento sono soddisfacenti se gli animali non cercano di scappare dal substrato,
si spostano rapidamente su di esso, presentano una livrea brillante, di colore bianco pitt 0 meno intenso, sulla quale le
particelle di terreno non aderiscono e sono rappresentati da varie fasce d’eta. Di fatto, si pud ritenere che gli animali
godano di buona salute se si riproducono continuamente.
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