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(Aktai, priimti remiantis EB ir (arba) Euratomo steigimo sutartimis, kuriuos skelbti privaloma)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (EB) Nr. 761/2009
2009 m. liepos 23 d.

i§ dalies keiCiantis Reglamentg (EB) Nr. 440/2008, nustatantj bandymy metodus pagal Europos
Parlamento ir Tarybos reglamenta (EB) Nr. 19072006 dél cheminiy medZiagy registracijos, jvertinimo,
autorizacijos ir apribojimy (REACH), siekiant jj suderinti su technikos paZanga

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,

atsizvelgdama i Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 2006 m. gruodzio 18 d. Europos Parlamento ir
Tarybos reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medziagy
registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH), js-
teigiantj Europos cheminiy medZziagy agentira, i§ dalies keiciantj
Direktyva 1999/45/EB bei panaikinantj Tarybos reglamenta (EE-
B) Nr. 793/93, Komisijos reglamentg (EB) Nr. 1488/94, Tarybos
direktyva 76/769/EEB ir Komisijos direktyvas 91/155/EEB,
93/67/EEB, 93/105/EB bei 2000/21/EB (%), ypac i jo 13 straips-
nio 3 dalij,

kadangi:

Komisijos reglamente (EB) Nr. 440/2008 (2) pateikti ban-
dymo metodai, taikomi nustatant pagal Reglamenta (EB)
Nr. 1907/2006 naudojamy medziagy fizikines ir chemi-
nes savybes, toksiskumg ir ekotoksiskuma.

Biitina atnaujinti Reglamentg (EB) Nr. 440/2008 sickiant
jtraukti tam tikry bandymy metody pakeitimus bei kelis
OECD priimtus naujus bandymy metodus. Dél $io pasii-
lymo buvo konsultuojamasi su suinteresuotosiomis ali-
mis. Tais pakeitimais nagrinéjami metodai derinami su
mokslo ir technikos pazanga.

(1) OLL 396, 2006 12 30, p. 1.
() OLL 142, 2008 5 31, p. 1.

6)

Reikéty persvarstyti nuostatas dél gary slégio, kad bty
jtrauktas naujas efuzijos metodas.

Bitina jtraukti nauja metodg plauseliy skersmens ilgio
svertiniam vidurkiui matuoti.

Reikia atnaujinti Reglamenta (EB) Nr. 440/2008 siekiant
prioritetine tvarka jtraukti naujg in vitro odos dirginimo
bandymy metoda, kad biity sumazintas bandymy tikslams
naudojamy gyviny skaicius, atsizvelgiant { 1986 m. lap-
kricio 24 d. Tarybos direktyva 86/609/EEB dél valstybiy
nariy jstatymy ir kity teisés akty, susijusiy su eksperimen-
tiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsau-
ga, suderinimo (?). Nors in vitro odos dirginimo bandymy
metodo projektas vis dar svarstomas OECD, $iuo isskirti-
niu atveju B.46 metodag reikéty jtraukti i 3j reglamenta.
B.46 metodg reikéty kuo grei¢iau atnaujinti, kai dél jo su-
sitars OECD $alys arba kai bus gauta daugiau informacijos,
dél kurios jj reikéty atnaujinti.

Reikia persvarstyti dumbliy inhibavimo bandymo nuosta-
tas, siekiant jtraukti papildomas rasis ir uztikrinti atitiktj
cheminiy medziagy pavojaus vertinimo bei klasifikavimo
reikalavimams.

Biitina jtraukti nauja metodg aerobiniam mineralizavimui
pavirS§iniame vandenyje matuoti taikant modeliuojamo
biologinio skaidymo bandymg ir nauja metoda toksiniam
poveikiui plidenos (Lemna) genciai nustatyti taikant augi-
mo inhibavimo bandyma.

(®) OLL 358,1986 1218, p. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:LT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:LT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Todél Reglamentg (EB) Nr. 440/2008 reikéty atitinkamai is b) jtraukiamas A.22 skyrius, pateiktas Sio reglamento II
dalies pakeisti. priede.

(90 Siame reglamente numatytos priemonés atitinka pagal Re- 2) B dalis i dalies keiciama taip:
glamento (EB) Nr. 1907/2006 133 straipsnj isteigto komi-
teto nuomone, jtraukiamas B.46 skyrius, pateiktas $io reglamento III priede.

3)  C dalis i$ dalies kei¢iama taip:
PRIEME S| REGLAMENTA;
a) C.3 skyrius pakei¢iamas C.3 skyriumi, pateiktu 3io regla-
mento IV priede.
1 straipsnis

b) itraukiami C.25 ir C.26 skyriai, pateikti io reglamento
Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i§ dalies keiciamas taip: V ir VI prieduose.

1) A dalis i§ dalies kei¢iama taip: 2 straipsnis

a)  A.4 skyrius pakeiciamas A.4 skyriumi, pateiktu $io re- Sis reglamentas jsigalioja tre¢ig dieng nuo jo paskelbimo Europos
glamento I priede; Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2009 m. liepos 23 d.

Komisijos vardu
Stavros DIMAS
Komisijos narys
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1.1.

1.2.

I PRIEDAS

A.4. GARU SLEGIS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 104 (2004).

[VADAS

| pataisytaja A.4 metodo (1) versija jtrauktas vienas papildomas metodas, t.y., efuzijos metodas: izoterminé ter-
mogravimetrija, skirtas cheminéms med#iagoms, kuriy gary slégis yra labai mazas (iki 107'° Pa). Atsizvelgiant j
metodiky poreikj, ypac tokiy, kurios tikty Zemo gary slégio medziagoms, kitos $io metodo metodikos yra pakar-
totinai jvertintos dél jy tinkamumo kitiems slégio intervalams.

Termodinaminés pusiausvyros sglygomis grynosios medziagos gary slégis yra tik temperatiiros funkcija. Pagrin-
diniai metodo principai aprasyti kitur (2)(3).

Jokia viena matavimo metodika netinka gary slégiui matuoti intervale nuo maziau kaip 107'° iki 10° Pa. $j me-
toda sudaro astuoni gary slégio matavimo metodai, kurie gali biiti taikomi skirtingiems gary slégio intervalams.
[vairiy metody taikymo atvejai ir matavimo intervalai pateikti 1 lentel¢je. Metodai gali biti taikomi tik bandymo
salygomis patvariems junginiams. Jei bandymo metodai negali bati taikomi dél techniniy prieZasciy, gary slégj irgi
galima jvertinti, o rekomenduojamas jvertinimo metodas aprasytas priedélyje.

APIBREZTYS IR VIENETAI
Medziagos gary slégis apibréziamas kaip sociyjy gary slégis vir§ kietosios arba skystosios medziagos.

Reikéty naudoti SI slégio vienetg — Paskalj (Pa). Cia pateikiami istoriskai naudoti vienetai ir faktoriai jiems
perskaiciuoti:

1 toras = 1 mm Hg =1,333 x 102 Pa
1 atmosfera = 1,013 x 10° Pa
10° Pa

1

1 baras

SI temperatiiros vienetas — kelvinas (K). Temperatiirai Celsijaus laipsniais perskaiciuoti i Kelvino laipsnius taikoma
formule:

T=t+27315

¢ia, T — Kelvino arba termodinaminé temperatiira ir t — Celsijaus temperattira.

1 lentelé
Matavimo metodas Medziagos Pakartojamumo Atkuriamumo Rekomenduojamas
Kietosios skystosios jvertis jvertis intervalas
Dinaminis metodas Zema lyd. Taip iki 25 % iki 25 % 10% Pa—
temp. 1-5% 1-5% 2x10°Pa
2x10°Pa-—
10° Pa
Statinis metodas Taip Taip 5-10 % 5-10 % 10 Pa—10° Pa
1072 Pa—10° Pa (V)
Izoteniskopo meto- Taip Taip 5-10 % 5-10 % 10> Pa—10° Pa
das
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1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Matavimo metodas Medziagos Pakartojamumo Atkuriamumo Rekomenduojamas

v Kictosios skystosios jvertis jvertis intervalas

Efuzijos metodas: Taip Taip 5-20 % iki 50 % 10°-1Pa

gary slégio

pusiausvyra

Efuzijos metodas: Taip Taip 10-30 % — 10719-1P

Knudseno kamera

Efuzijos metodas: Taip Taip 5-30 % iki 50 % 107'°-1Pa

izoterminé

termogravimetrija

Dujy soties metodas Taip Taip 10-30 % iki 50 % 107'°-10° Pa

Sukamojo rotoriaus Taip Taip 10-20 % — 107*-0,5 Pa

metodas

(") Naudojant talpinj slegmati.

BANDYMO ESME

Apskritai, gary slégis nustatomas jvairioje temperatiiroje. Ribotame temperatiiros intervale grynos medziagos gary
slégio logaritmas yra tiesiné atvirkstinés termodinaminés temperatiiros funkcija pagal supaprastinta Klapeirono-
Klauzijaus lygti:

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

Cia:

p = gary slégis Paskaliais

AHv = garavimo $iluma ] mol™’

R = universalioji dujy konstanta, 8,314 ] mol ™ K

T = temperatiira K.

ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloniniy medziagy naudoti nebitina. Visy pirma, jos skirtos kartkarciais patikrinti metodo taikomasias savybes
ir lyginti skirtingais metodais gautus rezultatus.

METODUY APRASYMAS

Dinaminis metodas (Cottrell‘o metodas)

Metodo esmé

Gary slégis nustatomas matuojant medziagos virimo temperatfirg esant jvairiems apibréztiems slégiams nuo maz-
daug 10° iki 10° Pa. Be to, is metodas rekomenduojamas virimo temperatiirai nustatyti. Siuo atveju jis tinka
iki 600 K. Dél skysciy stulpelio hidrostatinio slégio jy virimo temperattira 3—4 cm gylyje yra mazdaug 0,1 °C auks-
tesné nei pavirsiuje. Taikant Cottrell'o metoda (4), termometras laikomas garuose vir§ skyscio pavirSiaus, o verdan-
tis skystis visg laika siurbiamas vir§ termometro burbuliuko. Burbuliuka dengia skyscio, esancio pusiausvyroje su
garais atmosferos slégyje, sluoksnis. Taigi termometras rodo tikraja virimo temperatiirg, kai néra paklaidos dél per-
kaitinimo arba hidrostatinio slégio. Siurblys, kurj pirma karta panaudojo Cottrell'as, pavaizduotas 1 paveiksle. Ver-
dantis skystis yra A mégintuvélyje. I jo dugng jlydyta platinos viela B uztikrina tolygy virima. Soninis vamzdelis C
sujungtas su kondensatoriumi, o apvalkalas D apsaugo termometra E nuo 3alto kondensato. Kai skystis A mégin-
tuvélyje verda, piltuvu sugauti burbuliukai ir skystis pilami nuo dviejy siurblio F at3aky ant termometro burbuliuko.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

1 paveikslas 2 paveikslas

N2 source

Cottrell‘o siurblys (4)

Termopora

Vakuumo buferinis tiiris
Slégmatis

Vakuumas

Matavimo taskas

TE YR >

Kaitinimo elementas c.a. 150 W
Aparatiira

Labai tikslus aparatas, taikantis Cottrell‘o principa, pavaizduotas 2 paveiksle. Jj sudaro vamzdis su virintuvo skyriu-
mi apatinéje dalyje, ausintuvu viduringje dalyje ir iSleidZiamaja anga bei junge virsutinéje dalyje. Cottrell‘'o siurblys
jstatomas i virintuvo dalj, kaitinamg elektriniu kaitintuvu. Temperatiira matuojama dengtaja termopora arba var-
Ziniu termometru, jstatomu per junge virsuje. I$leidZiamoji anga jungiama su slégio reguliavimo sistema. Pastaraja
sudaro vakuuminis siurblys, buferinis tiris, slégio stabilizatorius azotui, kuriuo reguliuojamas slégis, jleisti ir
slegmatis.

Darbo eiga

Medziaga dedama j virintuvo skyriy. Gali kilti problemy, jei kietosios medziagos ne milteliai, bet jas kartais galima
iSspresti Sildant ausinimo gaubtg. Jungés vietoje aparatiira sandariai uzdaroma ir medziaga nudujinama. Taikant §j
metodg, negalima matuoti putojanciy medziagy gary slégio.

Nustatomas maziausias reikiamas slégis ir jjungiamas kaitinimas. Tuo pat metu prie saviradio prijungiamas tem-
peratiros jutiklis.

Pusiausvyra pasickiama, kai pastoviame slégyje uzraSoma pastovi virimo temperatiira. Ypac reikia stengtis i§vengti
verdancio skyscio Suoliy. Be to, ant ausintuvo turi jvykti visiska kondensacija. Nustatant Zemos lydymosi tempe-
ratiiros kietyjy medziagy gary slégi, reikéty zitréti, kad neuzsikimsty kondensatorius.

UZrasius $ig pusiausvyring temperatiira, nustatomas didesnis slégis. Procesas tgsiamas tuo paciu bidu tol, kol pa-
siekiamas 10° Pa slégis (viso mazdaug nuo 5 iki 10 matavimo tasky). Siekiant patikrinti, pusiausvyrinés tempera-
tiros vertés turi biti nustatytos mazinant slégj.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Statinis metodas

Metodo esmé

Taikant statinj metoda (5), tam tikroje temperatiiroje nustatomas termodinaming pusiausvyra atitinkantis gary slé-
gis. Sis metodas tinka medziagoms ir daugiakomponenciams skysciams bei kietosioms medziagoms intervale nuo
107! iki 10° Pa, be to, jei blity imtasi atsargumo priemoniy, intervale nuo 1 iki 10 Pa.

Aparatiira

[ranga sudaro pastovios temperatiiros vonia (preciziskumas * 0,2 K), indas medziagai, prijungtas prie vakuumo,
slégmatis ir sistema slégiui reguliuoti. Eminio kamera (3a paveikslas) prijungiama prie vakuumo per voztuvy ir di-
ferencinj slegmatj (U vamzdelj, pripildyta atitinkamo slégmacio skyscio), kuris naudojamas kaip nulio rodytuvas.
Diferenciniam slégmaciui pildyti tinka gyvsidabris, polisiloksanai ir ftalatai, atsizvelgiant i slégio intervala ir ban-
domosios medziagos chemines savybes. Taciau, jei jmanoma, dél aplinkos problemy reikéty vengti naudoti gyv-
sidabrj. Bandomoji medziaga neturi pastebimai tirpti U vamzdelio skystyje arba su juo reaguoti. Vietoj U vamzdelio
galima naudoti slégmatj (3b paveikslas). Slegmaciui pildyti tinka gyvsidabris slégio intervale nuo normalaus iki
107 Pa slégio, o polisiloksaniniai skysciai ir ftalatai — nuo mazesnio kaip 102 Pa iki 10 Pa slégio. Yra kiti slégmaciai
mazesniam kaip 10 Pa slégiui matuoti ir kaitinamos membranos talpiniai manometrai tinka matuoti net mazesnj
kaip 107" Pa slégj. Matuojama indo su éminiu iSorinés sienelés temperatiira arba temperatiira paciame inde.

Darbo eiga

Naudodami 3a paveiksle pavaizduotg aparatg, pripildykite U vamzdelj pasirinktu skysciu, kuris turi biiti nudujin-
tas aukstesnéje temperatiiroje prie§ uzrasant rodmenis. Bandomoji medziaga dedama j aparatg ir nudujinama Ze-
mesnéje temperatiroje. Jei éminys daugiakomponentis, temperatiira turéty biti pakankamai Zema, kad negaléty
pakisti medziagos sudétis. Pusiausvyra greiiau pasiekiama maiSant. Eminj galima at3aldyti skystu azotu arba sau-
su ledu, taciau reikéty imtis priemoniy i§vengti oro drégmés arba siurblio skyscio kondensacijos. Atidarius éminio
indo voztuvg, kelias minutes siurbiama orui pasalinti. Prireikus nudujinimas kartojamas kelis kartus.

3a paveikslas 3b paveikslas

: Bandomoji medziaga

7 . Gary fazé

. Didelio vakuumo
voztuvas } 1: Bandomoji medzZiaga

U vamzdelis 2: Gary fazé
(pagalbinis 3: Didelio vakuumo
slégmau_s) voztuvas

Slégmatis 4: Slégmatis

: Termostat_as 5: Slégio rodytuvas

. Tempe_raluros 6: Termostatas
_mgtawmo 7. Temperaturos matavimo
ftaisas 6 jtaisas

: | vakuuminj siurblj
: Ventiliacija/azotas
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Kai uzdarius voztuva eminys kaitinamas, gary slégis didéja. Tai keicia skyscio U vamzdelyje pusiausvyra. Jai atsta-
tyti | aparatg leidZiamas azotas arba oras tol, kol slégio skirtumo rodytuvas vél rodo nulj. Pusiausvyrai pasiekti bi-
tinas slégis gali biiti matuojamas slégmaciu arba didesnio preciziskumo prietaisu. Sis slégis atitinka medziagos gary
slégi matuojamoje temperatiroje. Naudojant 3 b paveiksle pavaizduotg aparata, gary slégis rodomas tiesiogiai.

Gary slégis nustatomas atitinkamai maziems temperatiiros intervalams (viso mazdaug nuo 5 iki 10 matavimo tas-
ky) iki reikiamos auksciausios temperatiros.

Kaip tikrinimo priemoné, turi bati pakartotinai gauti rodmenys mazinant temperatiirg. Jei kartotiniy matavimy
rodmenys neatitinka didéjancios temperatiiros kreivei gauty rodmeny, to priezastimi gali biiti Sios aplinkybés:

i)  éminyje vis dar yra oro (pvz., labai klampiy medziagy atveju) arba Zemos virimo temperatiiros medziagy, kuri
arba kurios issiskiria kaitinant;

ii)  vyksta medziagos cheminé reakcija tiriamame temperatiiros intervale (pvz., skilimas, polimerizacija).

Izoteniskopo metodas

Metodo esmé

Izoteniskopas (6) pagristas statinio metodo principu. Taikant metoda, éminys dedamas j pastovios temperatiiros
kolbutg, jungiamg su slégmaciu ir vakuuminiu siurbliu. Lakesnés nei medziaga priemaisos Salinamos nudujinant
sumazintame slégyje. Eminio gary slégis pasirinktoje temperatiiroje pusiausvirinamas matuojamu inertiniu dujy
slegiu. Izoteniskopas buvo sukurtas tam tikry skystyjy angliavandeniliy gary slégiui matuoti, bet jis tinka ir kieto-
sioms medziagoms tirti. Metodas paprastai netinka daugiakomponentéms sistemoms. Rezultaty paklaidos yra ma-
70s tik tokiu atveju, jei éminiai turi nelakiy priemai$y. Rekomenduojamas intervalas nuo 102 iki 10° Pa.

Aparatiira

Matavimo jtaiso pavyzdys pavaizduotas 4 paveiksle. Visg apradyma galima rasti ASTM D 2879-86 (6).

Darbo eiga

Skysciy atveju pati medziaga naudojama kaip diferencinio slégmacio skystis. [ izoteniskopa jpilama skyscio, kurio
kiekio pakanka kolbutei ir trumpajai slégmacio atSakai pripildyti. Izoteniskopas jungiamas prie vakuumavimo sis-
temos ir i§siurbus org pripildomas azoto. Sistemos iSsiurbimas ir prapiitimas kartojamas du kartus deguonies li-
kuciui pasalinti. Pripildytas izoteniskopas dedamas j horizontalig padéti, taigi éminys plonu sluoksniu pasklinda
éminio kolbutéje ir slégmatyje. Sistemos slégis sumazinamas iki 133 Pa ir éminys i$ léto kaitinamas tol, kol pra-
deda virti (3alinamos istirpusios dujos). [zoteniskopas statomas taip, kad éminys vél subégty i kolbute ir uzpildyty
trumpaja slégmacio atSaka. 133 Pa slégis nekeic¢iamas. IStemptas kolbutés smaigalys kaitinamas silpna liepsna tol,
kol susidar¢ éminio garai i$siplecia tiek, kad dalis éminio i§stumiama i§ virSutinés kolbutés dalies ir slégmacio at-
Sakos i slegmati, sudarydami garais uzpildyta ir azoto neturincig erdve. Izoteniskopas dedamas i pastovios tempe-
ratiiros vonig ir azoto slégis sulyginamas su éminio slégiu. Esant pusiausvyrai, azoto slégis atitinka medziagos gary
slegi.
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1.5.4.1.

4 paveikslas

. Slégio reguliavimas
8 mm IS vamazdis
: Slégio reguliavimo sistemos sausas azotas
: Eminio garai
Mazas smaigalys
. Skystas éminys

mTmoOOQ >

(Matmenys mm)

Kietyjy medziagy atveju naudojami slégmacio skysciai, pvz., polisiloksaniniai skysciai arba ftalatai, atsizvelgiant |
taikomus slégio ir temperatiiros intervalus. Nudujintas slégmacio skystis supilamas i izoteniskopo ilgosios atSakos
pastorintg vietg. Tiriama kietoji medziaga dedama i éminio kolbute ir nudujinama padidintoje temperatiiroje. Izo-
teniskopas palenkiamas, kad slégmacio skystis galéty teketi j U vamzdelj.

Efuzijos metodas: gary slégio pusiausvyra (7)
Metodo esmé

Bandomosios medziagos éminys kaitinamas mazoje krosnyje ir dedamas po gaubtu, i§ kurio i$siurbiamas oras.
Krosnis uzdengiama dangciu, kuriame yra mazos zinomo skersmens skylutés. Per viena i§ skyluciy i$einantys me-
dziagos garai nukreipiami i svarstykliy, kurios irgi yra po i$siurbtu gaubtu, lekste. Pagal kai kurias schemas svars-
tykliy léksté yra apgaubta Saldymo kamera, kuri sklaido $iluma j iorg tik Siluminio laidumo déka, ir ausinama tik
spinduliavimu, taigi iSeinantys garai kondensuojasi ant 1¢kstés. Gary srauto kinetiné energija veikia 1¢kste kaip jé-
ga. Gary slégis gali bati gautas dviem biidais: tiesiogiai pagal svarstykliy lekste veikiancia jéga ir dar pagal garavi-
mo sparta, taikant Hertzo-Knudseno lygti (2):

. 27RT x10°
P= M

Cia:

G = garavimo sparta (kg s' m?)

M = moliné masé (g mol™)

T = temperatiira (K)

R = universalioji dujy konstanta (J mol™ K™*)
P = gary slégis (Pa)

Rekomenduojamas intervalas yra nuo 107 iki 1 Pa.
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1.5.4.2. Aparatiira

Bendroji aparatiiros schema pavaizduota 5 paveiksle.

5 paveikslas

A:  Pagrindo ploksté F: Saldymo kamera ir $aldymo strypas
B:  Judamosios rités prietaisas G: Garinimo krosnis

C: Gaubtas H: Diuaro indas su skystu azotu

D:  Svarstyklés ir jy lekste I:  Eminio temperatiiros matuoklis

E:  Vakuumetras J: Bandomoji medziaga

1.5.5.  Efuzijos metodas: Knudseno kamera

1.5.5.1. Metodo esmé

Taikant metodg, jvertinama bandomosios medziagos masé, per laiko vieneta istekanti gary pavidalu i§ Knudseno
kameros (8) per mazga anga ypac didelio vakuumo sglygomis. Istekanciy gary masg¢ galima nustatyti pagal kameros
masés maz¢jimg arba kondensuojant garus Zemoje temperatiiroje ir iSgaravusios medZziagos kiekj nustatant
chromatografijos metodu. Gary slégis apskaiciuojamas, taikant Hertz-Knudsen lygtj (zr. 1.5.4.1 skirsnj) ir patai-
sos faktorius, susietus su aparatiiros parametrais (9). Rekomenduojamas intervalas yra nuo 107'° iki 1 Pa

(10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Aparatiira

Bendroji aparatiiros schema pavaizduota 6 paveiksle.
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6 paveikslas

-

A A S -\ . W . W W . Y

|
\FAA 2%

3
w
‘ \4
5
6

.
AN

5cm

10 E— d 2
1: Vakuumo jungtis 7: Uzsukamas dangtelis
2: Lizdai platinos varziniam termometrui arba 8:  Sparnuotosios verzlés
temperatiirai matuoti ir reguliuoti
3: Vakuuminio indo dangtis 9: Varztai
4: Ziedinis tarpiklis 10: Efuzijos kameros i§ neriidijanciojo plieno
5: Vakuuminis indas i3 aliuminio 11: Kaitinimo elementas
6: Itaisas efuzijos kameroms jdéti ir i§imti

1.5.6.  Efuzijos metodas: izoterminé termogravimetrija

1.5.6.1. Metodo esmé

Metodas pagristas bandomosios medziagos pagreitinto garavimo aukstesnéje temperatiiroje ir aplinkos slégyje
spartos nustatymu, taikant termogravimetrija (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Garavimo spartos vertés v gaunamos
pasirinktg junginj veikiant i§ léto tekanciy inertiniy dujy atmosfera ir nustatant masés mazéjimg per atitinkama
laikotarpj, esant apibréztai pastoviai absoliuciajai temperatiirai T. Gary slégio vertés p; apskai¢iuojamos pagal vy
vertes, taikant tiesing gary slégio logaritmo ir garavimo spartos logaritmo funkcija. Prireikus galima ekstrapoliuoti
20 ir 25 °C temperatiiros vertéms, atliekant regresing log p kaip 1/T funkcijos analizg. Sis metodas tinka medzia-
goms, kuriy gary slégio vertés yra 107! Pa (1072 mbar) ir grynumas kiek jmanoma arciau 100 %, kad biity is-
vengta iSmatuoto masés sumaZzéjimo neteisingo aiskinimo.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Aparatiira

Bandymo jrangos bendroji schema pavaizduota 7 paveiksle.

7 paveikslas
Mikrosvarstyklés
N, dujos — Y
aplinkos
slégyje [}
_\__]. | |
11
N2 dujos il
|
| .
Reguliavimo SRS SSTess | __— Krosnis
vozZiuvas
[
. Eminio nesiklio
Sorbcijos blokas | plokété
\ |

1 | ‘

§ Reguliavimo \

voZtuvas  Siurblys
Savirasis

Pastovaus srauto rotametras
ir dauginip diafragmuy sistema

Eminio laikiklio ploksté, pakabinta ant mikrosvarstykliy reguliuojamos temperatiiros kameroje, nupu¢iama sauso
azoto srove, kuri i§nesa bandomaja medziaga. IS kameros i$¢jes dujy srautas valomas sorbcijos bloke.

Darbo eiga

Siurkstinto pavirsiaus stiklo ploksté padengiama vienaly¢iu bandomosios medziagos sluoksniu. Jei tiriamos kieto-
sios medziagos, ploksté tolygiai suvilgoma medziagos tirpalu atitinkamame tirpiklyje ir dZiovinama inertiniy dujy
atmosferoje. Matavimui atlikti dengtoji ploksté kabinama i termogravimetrinj analizatoriy ir nepertraukiamai ma-
tuojamas jos masés mazéjimas kaip laiko funkcija.

Garavimo sparta v tam tikroje temperatiiroje apskaiciuojama pagal éminio masés sumazéjimg Am taikant lygti:

Am

_Am -2, -1
—F.t(gcm h )

Vr

Cia F — plotas, padengtas bandomgja medziaga, paprastai éminio plokstés pavirsiaus plotas, ir t — laikas, per kurj
masé sumazéja Am.

Gary slégis p apskai¢iuojamas kaip garavimo spartos v funkcija:
log pr = C + D log vy

¢ia C ir D yra konstantos, budingos naudojamai bandymo jrangai, susijusios su matavimo kameros skersmeniu ir
dujy srautu. Sios konstantos turi biiti nustatytos vieng karta matuojant zinomo gary slégio junginiy rinkinj ir at-
liekant log p+ kaip log vy funkcijos regresija (11)(21)(22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Santykis tarp gary slegio py ir absoliuciosios temperatiiros T apraSomas lygtimi:

logpr=A+B1/T

¢ia A ir B yra konstantos, gautos atlickant log p pagal 1/T regresija. Pagal $ig lygtj gary slégis gali bati apskaiciuo-
tas ekstrapoliavimo bidu bet kuriai kitai temperatiirai.

Dujy soties metodas (23)

Metodo esmé

Zinomo tiirio kambario temperatiiros inertiniy dujy srautas teka per bandomosios medziagos éminj arba virs jo
tokiu greiciu, kuris uztikrinty dujy prisotinima. Labai svarbu pasiekti dujy fazés sotj. Pernesta medziaga sulaikoma,
dazniausiai sorbentu, ir nustatomas jos kiekis. Vietoj gary sulaikymo ir vélesnés analizés kiekybiniam pernestos
medziagos kiekio nustatymui galima taikyti nuosekliai atlickamos analizés metodus, pvz., dujy chromatografija.
Gary slégis apskai¢iuojamas darant prielaida, kad dujoms tinka idealiyjy dujy désnis ir visas dujy misinio slégis yra
lygus misinj sudaran¢iy komponenty slégiy sumai. Bandomosios medziagos dalinis slégis, t. y. gary slégis, apskai-
Ciuojamas pagal imatuotg visg dujy tirj ir pernestos medziagos masg.

Dujy soties metodas tinka kietosioms arba skystosioms cheminéms medziagoms. Jis gali bati taikomas gary slé-
giui iki 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). Metodo patikimumas didziausias, kai gary slégis yra maZesnis kaip 10° Pa.
Kai jis yra didesnis kaip 10 Pa, paprastai gaunamos padidintos gary slégio vertés, galbit dél aerozoliy susidary-
mo. Kadangi gary slégio matavimai atlickami kambario temperatiiroje, néra biitina ekstrapoliuoti aukstesnés tem-
peratiiros vertéms gautus duomenis, taigi i§vengiama aukstai temperattrai gauty duomeny ekstrapoliacijos, kuri
daznai gali bati dideliy paklaidy priezastimi.

Aparatiira

Taikant §j metodg biitina naudoti pastovios temperatiiros kamera. 8 paveiksle pateiktame kameros eskize pavaiz-
duota kamera, turinti po tris kietyjy ir skystyjy éminiy talpyklas, todél imanoma kietojo arba skystojo éminio ana-
lize kartoti tris kartus. Temperattra reguliuojama * 0,5 °C arba geresniu tikslumu.

8 paveikslas

Izoliuota kamera
__ Apévietimo lempa

= N2
~ 2 Ventiliatoriug{ 4~ i srautmat]
No tiekimas —s ——— ' i i ‘E|7 -
| === | | == |
AT A -
Kieto éminio ir
1 sorbento talpykla 1
—&) 10 O-G U-" =
—® - 500 " l =
o0 -
Skysto éminio ir
i sorbento talpykla _)m" |
—%) L
DQ Varinis gyvatukas —
Silumokaitis L
& o0
Tikslaus dozavimo r‘
voztuvas Trieigis voZtuvas . N2 lauk
R

Dazniausiai kaip inertinis nesiklis naudojamos azoto dujos, bet kartais gali tekti naudoti kitas dujas (24). Nesiklio
dujos turi bati sausos. Dujy srautas dalijamas | 6 srautus, reguliuojamus adatiniais voZtuvais (anga maz-
daug 0,79 mm), ir teka | kamerg per 3,8 mm v. s. varinius vamzdZius. Pasiekus temperatiiros pusiausvyra, dujos
teka per éminj, gaudykle su sorbentu ir ileidziamos i§ kameros.
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1.5.7.3.

Kietéji éminiai dedami j 5 mm v. s. stiklo vamzdzius tarp stiklo vatos kamsciy (zr. 9 paveikslg). 10 paveiksle pa-
vaizduota skystojo éminio talpykla ir sorbento sistema. Geriausi atkuriamumo rezultatai gaunami taikant skysciy
gary slégio matavimo metoda, kai stiklo arba inertinio sorbento, pvz., kvarco, karoliukai padengiami skys¢iu ir Siais
karoliukais pripildoma talpykla. Pagal kitg biidg nesiklio dujos gali bati leidziamos per didelio akytumo sukepinta
stiklg ir barbotuojamos per skystos bandomosios medziagos kolonéle.

9 paveikslas 10 paveikslas
N, lauk
N, lauk
. T N, tiekimas
Sorbentas [ ?:::0 E E H E
\ mmma
: T
EEES
AR REERB
i Stiklo
EEED I
Sorb?dr?to - BB | karoliukai
Sild vamzdis TN W 120 mm
. Stiklo (5 mmv.s.) ERERER
vata = = = =
EEESN
EEEE
a . B R BN
Kietosios Esns
medziagos / iiis
Stiklo
vata
«— Skyscio
gaudykle

N, tiekimas

Sorbento sistema sudaro priekinis ir atsarginis sorbento skyriai. Kai gary slégis yra labai mazas, sorbentu sulaiko-
mas tik labai mazas kiekis ir rimta problema gali bati adsorbcija ant stiklo vatos bei stikliniy vamzdziy.

Kietu CO, ausinamos gaudyklés yra kitas efektyvus biidas medziagos garams surinkti. Jos nesudaro jokio priessle-
gio prisotinimo kolonéléje, be to, labai lengva pasalinti sulaikyta medziaga.

Darbo eiga

I3tekanciy nesiklio dujy srautas matuojamas kambario temperatiiroje. Bandymo metu srautas daznai tikrinamas,
siekiant uztikrinti tiksly visa nesiklio dujy tairj. Geriau bity visg laikg jj matuoti masés srautmaciu. Dujy fazei pri-
sotinti gali biti reikalinga gana didelé salyc¢io trukmé, taigi visiskai mazos dujy srauto vertés (25).

Po bandymo priekinis ir atsarginis sorbento skyriai analizuojami atskirai. Kiekviename skyriuje esantis junginys de-
sorbuojamas tirpikliu. Atliekama gauty tirpaly kiekybiné analizé i§ kiekvieno skyriaus desorbuotai masei nustatyti.
Analizés metodo (ir sorbento bei desorbcijai naudojamo tirpiklio) pasirinkima lemia bandomosios medziagos pri-
gimtis. Desorbcijos efektyvumui nustatyti Zinomas éminio kiekis 3virk$¢iamas ant sorbento, desorbuojamas ir at-
gautas kiekis analizuojamas. Svarbu patikrinti desorbcijos efektyvuma esant koncentracijai, kuri baty lygi arba
beveik lygi éminio koncentracijai bandymo salygomis.

Norint jsitikinti, ar nesiklio dujos yra prisotintos bandomaja medziaga, naudojami trys skirtingi dujy srautai. Jei
apskaiciuota gary slégio verté nesikeicia dél srauto pokycio, daroma prielaida, kad dujos yra prisotintos.
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1.5.8.1.

1.5.8.2.

2.1.

Gary slégis apskaiciuojamas pagal lygti:

W RT
=X —
P vV M
Cia:
p = gary slégis (Pa)
W = iSgaravusios bandomosios medziagos masé (g)
V = sociyjy gary tiiris (m?)
R = universalioji dujy konstanta 8,314 (J mol™" K
T = temperatiira (K)
M = bandomosios medziagos moliné masé (g mol™")

Turi bati daroma matuojamy tiiriy pataisa dél srautmacio ir prisotinimo kolonélés slégio ir temperatiros skirtumo.
Sukamasis rotorius
Metodo esmé

Taikant §j metoda, naudojamas sukamojo rotoriaus klampos matuoklis, kurio matavimo elementas yra magneti-
niame lauke pakabintas mazas plieninis rutuliukas, sukamyjy lauky verciamas suktis (26)(27)(28). Apsisukimy daz-
nis gali baiti i¥matuotas matavimo ritémis. Kai rutuliukas pasiekia nustatyta apsisukimy daznj, paprastai apie
400 apsisukimy per sekunde, Zadinimas nutraukiamas ir daznis pradeda mazéti dél dujy trinties. Apsisukimo daz-
nio mazéjimas matuojamas kaip laiko funkcija. Gary slégis nustatomas pagal plieninio rutuliuko létéjima, kuris yra
slégio funkcija. Rekomenduojamas intervalas yra nuo 107* iki 0,5 Pa.

Aparatiira

Bandymo jrenginio schema pavaizduota 11 paveiksle. Matavimo galvuté jdedama i gaubta, kurio pastovi tempe-
ratiira reguliuojama 0,1 °C tikslumu. Eminio indas dedamas j atskirg gaubta, kurio temperatiira irgi reguliuojama
0,1 °C tikslumu. Visy kitos jrenginio daliy temperatira yra aukstesné, siekiant ivengti kondensacijos. Visas apa-
ratas yra prijungtas prie vakuumo sistemos.

11 paveikslas

y S S e
%
///
E 7
f % A: Sukamojo rotoriaus jutiklio galvuté
A f B: Eminio kiuveté
A % C: Termostatas
[ ] ] % D: Vakuuma linija (turbininis siurblys)
Z‘ E: Oro termostatas
s
7
/ cy Y - é
/B\ 7
- / 7 777777/

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

DUOMENYS

Gary slegis, gautas taikant bet kurj i§ pirmiau pateikty metody, turéty biiti nustatytas bent dviem temperatiiros
vertéms. Siekiant patikrinti gary slégio kreivés tiesiskuma, pageidautina slégj nustatyti trims arba daugiau ver¢iy
intervale nuo 0 iki 50 °C. Vietoje temperatiiros intervalo nuo 0 iki 50 °C efuzijos metodo (Knudseno kamera ir izo-
terminé termogravimetrija) ir dujy soties metodo atveju rekomenduojamas matavimo temperatiiros intervalas
nuo 120 iki 150 °C.
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2.2.

BANDYMU ATASKAITA
Bandymy ataskaita turi sudaryti $i informacija:
— taikytas metodas,

— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimo duomenys ir priemaiSos) ir pradinio gryninimo pakopa, jei
taikoma,

— bent dvi bitinos gary slégio ir temperatiiros vertés, geriau trys arba daugiau, intervale nuo 0 iki 50 °C (arba
nuo 120 iki 150 °C),

—  bent viena i§ temperatiiros verciy turéty bati lygi 25 °C arba Zemesné, jei techniskai jmanoma pagal pasirink-
ta metodg,

— visi pradiniai duomenys,

— log p kaip 1/T funkcijos kreive,

— gary slégio 20 arba 25 °C jvertis.

Jei stebimas virsmas (btisenos pokytis, skilimas), turéty niiti pazyméta $i informacija:
—  virsmo pobidis,

— virsmo temperatiira atmosferos slégyje,

— gary slégis 10 ir 20 °C Zemiau virsmo temperatiiros bei 10 ir 20 °C auksciau Sios temperatiros (i§skyrus
virsmg i$ kietosios j dujing biisena).

Ataskaitoje turi biiti pateikta visa rezultatams interpretuoti biitina informacija ir pastabos, ypac apie priemaisas ir
medziagos fiziking biisena.

LITERATURA
(1) Official Journal of the European Communities L 383 A, 26-47 (1992).

(2) Ambrose, D. (1975). Experimental Thermodynamics, Vol. II, Le Neindre, B., and Vodar, B., Eds., Butterworths,
London.

(3) Weissberger R., ed. (1959). Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd
ed., Vol. I, Part I. Chapter IX, Interscience Publ., New York.

(4) Glasstone, S. (1946). Textbook of Physical Chemistry, 2nd ed., Van Nostrand Company, New York.

(5) NF T 20-048 AFNOR (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of vapour
pressure of solids and liquids within a range from 107" to 10> Pa — Static method.

(6) ASTM D 2879-86, Standard test method for vapour pressure — temperature relationship and initial decom-
position temperature of liquids by isoteniscope.

(7) NF T 20-047 AFNOR (September 1985). Chemical products for industrial use ~Determination of vapour
pressure of solids and liquids within range from 107> to 1 Pa — Vapour pressure balance method.

(8) Knudsen, M. (1909). Ann. Phys. Lpz., 29, 1979; (1911), 34, 593.
(9) Ambrose, D., Lawrenson, LJ., Sprake, C.H.S. (1975). J. Chem. Thermodynamics 7, 1173.

(10) Schmuckler, M.E., Barefoot, A.C., Kleier, D.A., Cobranchi, D.P. (2000), Vapor pressures of sulfonylurea her-
bicides; Pest Management Science 56, 521-532.

(11) Tomlin, C.D.S. (ed.), The Pesticide Manual, Twelfth Edition (2000)



L 220/16

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

2009 8 24

(12) Friedrich, K., Stammbach, K., Gas chromatographic determination of small vapour pressures determination
of the vapour pressures of some triazine herbicides. J. Chromatog. 16 (1964), 22-28

(13) Grayson, B.T., Fosbraey, L.A., Pesticide Science 16 (1982), 269-278.

(14) Rordorf, B.F., Prediction of vapor pressures, boiling points and enthalpies of fusion for twenty-nine haloge-
nated dibenzo-p-dioxins, Thermochimia Acta 112 Issue 1 (1987), 117-122.

(15) Giickel, W., Synnatschke, G., Ritttig, R., A Method for Determining the Volatility of Active Ingredients Used
in Plant Protection; Pesticide Science 4 (1973) 137-147.

(16) Giickel, W., Synnatschke, G., Ritttig, R., A Method for Determining the Volatility of Active Ingredients Used
in Plant Protection II. Application to Formulated Products; Pesticide Science 5 (1974) 393-400.

(17) Giickel, W., Kaestel, R., Lewerenz, ., Synnatschke, G., A Method for Determining the Volatility of Active Ing-
redients Used in Plant Protection. Part IIl: The Temperature Relationship between Vapour Pressure and Eva-
poration Rate; Pesticide Science 13 (1982) 161-168.

(18) Giickel, W., Kaestel, R., Kroehl, T., Parg, A., Methods for Determining the Vapour Pressure of Active Ingre-
dients Used in Crop Protection. Part IV: An Improved Thermogravimetric Determination Based on Evapora-
tion Rate; Pesticide Science 45 (1995) 27-31.

(19) Kroehl, T., Kaestel, R., Koenig, W., Ziegler, H., Koehle, H., Parg, A., Methods for Determining the Vapour Pres-
sure of Active Ingredients Used in Crop Protection. Part V: Thermogravimetry Combined with Solid Phase
MicroExtraction (SPME); Pesticide Science, 53 (1998) 300-310.

(20) Tesconi, M., Yalkowsky, S.H., A Novel Thermogravimetric Method for Estimating the Saturated Vapor Pres-
sure of Low-Volatility Compounds; Journal of Pharmaceutical Science 87(12) (1998) 1512-20.

(21) Lide, D.R. (ed.), CRC Handbook of Chemistry and Physics, 81th ed.(2000), Vapour Pressure in the
Range -25 °C to 150 °C.

(22) Meister, R.T. (ed.), Farm Chemicals Handbook, Vol. 88 (2002)

(23) 40 CFR, 796. (1993). pp 148-153, Office of the Federal Register, Washington DC

(24) Rordorf B.F. (1985). Thermochimica Acta 85, 435.

(25) Westcott et al. (1981). Environ. Sci. Technol. 15, 1375.

(26) Messer G., Rohl, P., Grosse G., and Jitschin W. (1987). J. Vac. Sci. Technol. (A), 5(4), 2440.
(27) Comsa G., Fremerey J.K., and Lindenau, B. (1980). ]. Vac. Sci. Technol. 17(2), 642.

(28) Fremerey, J.K. (1985). ]. Vac. Sci. Technol. (A), 3(3), 1715.



2009 8 24 Europos Sgjungos oficialusis leidinys L 220/17

Priedélis

Apytikrio jvertinimo metodas

IVADAS
Apytikriai apskaiciuotos vertés gali biiti taikomos:
— nuspresti, kuris i§ bandymo metody tinka;

— gauti jverciui arba ribinei vertei tais atvejais, kai bandymo metodas negali biiti taikomas dél techniniy priezasciy.

APYTIKRIO JIVERTINIMO METODAS

Skysciy ir kietyjy medziagy gary slégis gali buti apytikriai jvertintas, taikant modifikuotag Watson koreliacijg (a). Vieninteliai
reikalingi bandymy duomenys — virimo temperatiira normaliajame slégyje. Metodas tinka slégio intervalui nuo 10° Pa iki
107° Pa.

Detali informacija apie metodg yra pateikta ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods* (b). Be to, zr. OECD Environ-
mental Monograph No.67 (c).

APSKAICIAVIMO METODIKA

Gary slégis apskaiciuojamas taip:

T m
3-2—
AH T "
= [ 1- - 2m(3 - 2—) In—
AZ,RT, T T, T,
T,

Cia:
T = matavimo temperatiira,
T, = virimo temperatiira normaliajame slégyje,
Pyp = gary slégis temperatiroje T,
AHy, = garavimo Siluma,
AZ, = spidumo faktorius (jvertintas 0,97),
m = empirinis faktorius, susietas su fizikine blisena matavimo temperatiiroje.
Toliau,

AH

vb
Tb

=K,(8.75+RInT,)

Cia, K — empirinis faktorius, skirtas atsizvelgti j medziagos poliskumg. Keliy tipy junginiy K faktoriai yra pateikti
(b) nuorodoje.

Duomenys labai daznai pateikiami, nurodant virimo temperatiira sumazintame slégyje. Tokiu atveju gary slégis apskaiciuo-
jamas taip:

AH,, T\"T, T
InP, ~InP, + 1-|3-2—| =-2m|3-2—
» AZ,RT, T/ T T

¢ia, T; — virimo temperatiira sumaZzintame slégyje P;.
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ATASKAITA

Taikant jvertinimo metoda, i ataskaita turi bati jtraukti i§samis apskaiciavimo dokumentai.

LITERATURA
(a) Watson, KM. (1943). Ind. Eng. Chem, 35, 398.
(b) Lyman, W.J., Reehl, W.F,, Rosenblatt, D.H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation Methods, McGraw-Hill.

(c) OECD Environmental Monograph No.67. Application of Structure-Activity Relationships to the Estimation of Proper-
ties Important in Exposure Assessment (1993).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

II PRIEDAS

A.22. PLAUSELIU SKERSMENS ILGIO SVORINIS GEOMETRINIS VIDURKIS

METODAS

[VADAS

Siame metode aprayta biriyjy dirbtiniy mineraliniy plauseliy (MMMEF) skersmens ilgio svorinio geometrinio vi-
durkio (Length Weighted Geometric Mean Diameter - LWGMD) matavimo metodika. Kadangi LWGMD generalinés
aibés vertés turés 95 % tikimybe biti tarp imties 95 % pasikliovimo lygmeny (LWGMD ¢+ dviguba standartinés
paklaidos vert¢), ataskaitoje pateikta verté (bandymo verte) bus imties apatinio 95 % pasikliovimo rézio verté (t.y.
LWGMD - dviguba standartineés paklaidos verté). Metodas pagristas atnaujintu (1994 m. birZelis) Saugos ir svei-
katos agentiiros (HSE) pramonei skirtos metodikos projektu, kuris buvo suderintas ECFIA ir HSE pasitarime Ches-
teryje 1993 m. rugséjo 26 d. ir kuris buvo parengtas pagal antrgjj tarplaboratorinj tyrima bei jam yra skirtas (1,
2). Sis matavimo metodas gali biiti taikomas MMMF turinéiy biriyjy medziagy arba produkty plauseliy skers-
meniui apibiidinti, jskaitant ugniai atsparios keramikos pluostus (RCF), dirbtinius stiklo pluostus (MMVE), kris-
talinius ir polikristalinius pluostus.

Ilgio svorinis skaitiavimas yra buidas kompensuoti skersmens pasiskirstyma dél ilgy plauseliy triikinéjimo, imant
medziagos éminius arba jg tvarkant. MMMF skersmens verciy pasiskirstymui matuoti naudojama geometriné sta-
tistika (geometrinis vidurkis), kadangi $iy skersmens verciy pasiskirstymui aproksimuoti naudojamas lognorma-
lusis skirstinys.

Ilgio ir skersmens matavimas yra varginantis ir daug laiko uZimantis procesas, taciau jei blity matuojami tik tie
plauseliai, kurie lie¢ia be galo plong linijg rastrinio elektroninio mikroskopo (SEM) regos lauke, tikimybé pasi-
rinkti tam tikra plauselj proporcinga jo ilgiui. Kadangi taip atsizvelgiama j ilgj darant ilgio svorinius apskaicia-
vimus, vienintelis reikalingas matmuo yra skersmuo ir LWGMD - 2SE galima apskaiciuoti aprasytu badu.

APIBREZTYS

Dalelé: objektas, kurio ilgio ir plocio santykis yra mazesnis kaip 3:1.

Plauselis: objektas, kurio ilgio ir plo¢io santykis (matmeny santykis) yra ne mazesnis kaip 3:1.

TAIKYMO SRITIS IR APRIBOJIMAI

Metodas skirtas tirti skersmens verciy pasiskirstyma, kai vidutinis medianinis skersmuo yra nuo 0,5 pm iki 6 pm.
Galima matuoti didesnes skersmens vertes, jeigu biity naudojamas mazesnis SEM didinimas, ta¢iau mazesnio
skersmens plauseliy skirstiniams vis labiau pasireiksty metodo apribojimai, todél rekomenduojama naudoti ma-
tavimus TEM (elektroniniu pervietimo mikroskopuy), jei skersmens medianiné verté yra mazesné kaip 0,5 pm.

BANDYMO METODO ESME

Imamas tam tikras kiekis tipiniy pluostiniy audiniy arba supilty biriyjy plauseliy kerno éminiy. Biriyjy plauseliy
ilgis mazinamas juos sutrupinant bidu, ir gautas tipinis antrinis éminys disperguojamas vandenyje. Alikvotinés
dalys ekstrahuojamos ir filtruojamos per 0,2 pm akutes turintj polikarbonatinj filtrg ir ruosiamos tirti rastrinio
elektroninio mikroskopo (SEM) metodais. Plauseliy skersmuo matuojamas esant x10 000 arba didesniam ekra-
no didinimui (1), taikant linijy susikirtimo metoda nepaslinktajai skersmens medianinei vertei gauti. Apskaiciuo-
jamas apatinis 95 % pasikliovimo intervalas (pagal vienpusj kriterijy) medziagos plauseliy skersmens geometrinio
vidurkio maziausiai vertei gauti.

(1) Sis didinimas nurodomas 3 pum plauseliams, 6 pm plauseliams labiau gali tikti x 5 000 didinimas.
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

BANDYMO METODO APRASYMAS
Saugos jspéjimai

Turi bati kiek jmanoma sumazintas ore esanciy plauseliy poveikis Zmonéms, o su sausais plauseliais turi biiti
dirbama tik traukos spintoje arba apsauginéje kameroje su pirstinémis. Turi biiti vykdomas periodinis personalo
veikimo monitoringas kontrolés metody efektyvumui tikrinti. Dirbant su MMMF biitina miivéti vienkartines pir$-
tines, kad maziau biity dirginama oda ir bity i$vengta kryzminio uZtersimo..

Aparatiirafjranga

—  Presai ir presformos (kuriose galima gauti 10 MPa);

— 0,2 pm akuciy kapiliariniy akuciy filtrai i$ polikarbonato (25 mm skersmens);

— 5 pum akuciy membraninis filtras i§ celiuliozés esteriy, naudojamas kaip atraminis filtras;

— stiklinis filtravimo aparatas (arba vienkartinés filtravimo sistemos), pritaikytas 25 mm skersmens filtrams
(pvz., Millipore stiklinis mikroanalizés rinkinys, tipas Nr. XX10 025 00);

—  $vieziai distiliuotas vanduo, filtruotas per 0,2 pm akuciy filtra mikroorganizmams pasalinti;
— dulkinamojo dengimo jrenginys su aukso arba aukso/paladzio taikiniu;
— rastrinis elektroninis mikroskopas, kurio skyra baty iki 10 nm ir turéty x10 000 didinima;

— jvairios priemonés: mentelés, 24 tipo skalpelis, pincetas, SEM mégintuvéliai, grafitiniai klijai arba grafitiné
lipnioji juosta, sidabriniai klijai;

— ultragarsinis zondas arba staliné ultragarsiné vonia;

— kerno émiklis arba kamsciy graztas, kerno méginiams i§ MMMF audiniy laksty imti.
Bandymo eiga

Eminiy émimas

Audiniams ir Siluminés izoliacijos lakstams naudojamas 25 mm kerno émiklis arba kams3¢iy graztas skerspjivio
éminiams paimti. Eminiy émimo vietos turi biiti vienodai i$déstytos skersai nedidelio ilgio laksty arba éminiai
imami i§ atsitiktiniy viety, jei yra didelio ilgio lakty atraizos. Tokia pacia jranga galima imti atsitiktinius biriyjy
plauseliy éminius.. Jei jmanoma, turi bati imami $esi éminiai, siekiant jvertinti erdvinius biriosios medziagos
nukrypimus.

Sesi kerno éminiai trupinami 50 mm skersmens presformoje esant 10 MPa. Medziaga sumaigoma mentele ir i3
naujo suspaudziama esant 10 MPa. MedZiaga iSimama i§ presformos ir laikoma uzdarytame stikliniame butelyje.

Eminiy ruosimas

Prireikus organinj risiklj galima pasalinti, jei plauseliai mazdaug viena valanda kaitinami 450 °C temperatiiros
krosnyje.

Eminys supilamas j kiigj ir taikomas ketvir¢iavimo metodas jam toliau padalyti (3is veiksmas turi biiti daromas
traukos spintoje).

Nedidelis éminio kiekis (< 0,5 g) mentele jdedamas | 100 ml $vieziai distiliuoto vandens, filtruoto per 0,2 pm
membraninj filtra (galima naudoti kitus ypa¢ $varaus vandens 3altinius, jei biity jrodytas jy tinkamumas). Emi-
nys kruopsciai disperguojamas ultragarsiniu zondu, dirban¢iu 100 W galia ir reguliuojamu kavitacijai gauti. (Jei
zondo néra, taikomas $is metodas: kelis kartus indas purtomas ir apverciamas 30 s; penkias minutes veikiamas
ultragarsu stalingje ultragarsinéje vonioje; véliau indas kelis kartus purtomas ir apverciamas dar 30 s).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

I3kart po plauseliy dispergavimo paimamos kelios alikvotinés dalys (pvz., trys 3, 6 ir 10 ml alikvotinés dalys) pla-
Cios angos pipete (2—5 ml tirio).

Kiekviena alikvotiné dalis siurbiama vakuumu per 0,2 pm polikarbonatinj filtra, uzdéta ant 5 pm aku¢iy MEC
atraminio filtro, naudojant cilindro formos 25 mm stiklinio filtro piltuva. [ piltuvg jpilama mazdaug 5 ml fil-
truoto distiliuoto vandens ir alikvotiné éminio dalis létai lasinama i$ pipetés j vanden, pipetés galiuka laikant Ze-
miau menisko. Supylus éminj, pipeté ir filtro indas turi bati kruopiciai plaunami, nes ploni plauseliai
paprastai lieka ant pavirsiaus.

Filtras atsargiai i$imamas ir, prie§ dedant i dZiovinimo inda, atskiriamas nuo atsarginio filtro.

Ketvirtadalis arba pusé filtro su filtruotomis nuosédomis pjaunama 24 tipo skalpeliu, naudojant supimo veiks-
mga. I$pjauta dalis kruopsciai tvirtinama prie SEM stovo lipnios grafitinés juostos gabaliuku arba grafitiniais kli-
jais. Elektriniam kontaktui pagerinti bent trijose stovo ir filtro krasty vietose uZtepama sidabriniy klijy. I3dZzitvus
klijams/sidabro klijams, ant nuosédy pavirSiaus uZpurskiamas mazdaug 50 nm aukso arba aukso/paladzio
sluoksnis.

SEM kalibravimas ir darbas

Kalibravimas

SEM kalibravimas turi bati tikrinamas bent kartg per savaite (geriau biity kartg per diena) sertifikuotu kalibravi-
mo tinkleliu. Kalibravimas turi bati tikrinamas pagal sertifikuotg etalong ir jei iSmatuota verté (SEM) neatitinka
sertifikuotosios vertés + 2 % tikslumu, SEM reikia kalibruoti ir dar kartg tikrinti.

SEM turi bati jmanoma skirti bent 0,2 ptm maziausig matoma skersmenj, naudojant tikrajg éminio matricg esant
x 2 000 didinimui.

Darbas

SEM turi dirbti naudojant 10 000 didinima (*), esant salygoms, uZtikrinanc¢ioms gera skyrg ir priimting vaizda,
kai mazas skleidimo greitis, pvz., 5 s kadrui. Nors skirtingy SEM veikimo reikalavimai gali skirtis, paprastai ge-
riausiam matomumui ir skyrai gauti, kai tiriamos palyginti mazos molekulinés masés medziagos, greitinimo
jtampa turi baiti 5-10 keV, nustatant maza démés dydj ir trumpa darbinj atstumg. Kadangi daromi linijy kirtimo
matavimai, turi biiti naudojamas 0° polinkis perfokusavimui sumazinti arba, jei SEM turi eucentrinj staliukg, turi
biti naudojamas eucentrinis darbinis atstumas. Galima naudoti mazesnj didinima, jei medziaga neturi mazy (ma-
70 skersmens) plauseliy ir jei plauseliy skersmens vertés yra didelés (> 5 pm).

Dydzio nustatymas

Tyrimas éminiui jvertinti, esant mazam didinimui

Eminys i§ pradziy turi biiti tiriamas esant mazam didinimui, kad biity galima rasti duomeny apie dideliy plau-
Seliy susikaupima ir jvertinti plauseliy tankj. Jei susikaupimas yra per didelis, rekomenduojama ruosti nauja
éminj.

Siekiant statistinio tikslumo, biitina matuoti tam tikrg maziausig plauseliy skaiciy, todél didelis plaueliy tankis
lyg ir bty pageidautinas, kadangi tustiems laukams tirti reikia daug laiko ir toks tyrimas nepadidina analizés duo-
meny. Taciau jei filtras yra perkrautas, tampa sunku i§matuoti visus matuotinus plauselius, ir mazi plauseliai gali
likti nepastebeti, kadangi baty paslépti po dideliais plauseliais.

Gali bati poslinkis j per dideliy LWGMD jverciy puse, jei plauseliy tankis biity didesnis kaip 150 plauseliy ker-
tamos linijos milimetrui. I3 kitos pusés, dél mazos plauseliy koncentracijos pailgéja analizés laikas ir daznai la-
biau apsimoka paruosti éminj, kurio plauseliy tankis biity netoli optimalaus, nei testi plauseliy skaiciavimg ant
filtry su maza koncentracija. Esant optimaliam plauseliy tankiui, skai¢iuotiny plauseliy vidurkis turéty bati vie-
nas arba du plauseliai laukuose su 5 000 didinimu. Vis délto optimalus tankis priklausys nuo plauseliy dydzio
(skersmens), todél biitina, kad operatorius naudoty eksperty jvertinima, siekiant nuspresti, ar plauseliy tankis yra
arti optimalaus ar ne.

() Apie 3 pm plauselius Zr. pirmiau pateikta pastabg.
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1.5.3.4.2.

1.5.3.4.3.

2.1.

Ilgio svorinis plaueliy skersmens verciy jvertinimas

Skaiciuojami tik tie plauseliai, kurie lie¢ia (arba kerta) (be galo) plong linija SEM ekrane. Siam tikslui per ekrano
vidurj bréziama horizontali (arba vertikali) linija.

Kitaip galima pazyméti vieng taska ekrano centre ir pradéti nepertraukiamai judéti viena kryptimi skersai filtro.
Matuojamas ir uzraSomas skersmuo visy plauseliy, turin¢iy didesnj kaip 3:1 matmeny santyki ir lieCian¢iy arba
kertanciy §j taska.

Plau$eliy dydzio nustatymas

Rekomenduojama matuoti ne maziau kaip 300 plauseliy. Kiekvienas plauselis matuojamas tik karta susikirtimo
su linija tagke arba ekrane nupiestame taske (arba arti susikirtimo tasko, jei plauelio krasty nesimato). Jei pasi-
taiko nevienodo skerspjivio plauseliai, turi biiti naudojamas matmuo, atitinkantis plauselio vidutinj skersmenj.
Reikia kruopsciai nustatyti plauseliy krastg ir matuoti trumpiausia atstuma tarp plauselio krasty. Dydj galima ma-
tuoti Zifirint, arba ant saugomy vaizdy arba fotografijy. Rekomenduojama naudoti pusiau automatines vaizdo
matavimo sistemas, kurios tiesiogiai siuncia duomenis i elektroning lentelg, nes taip taupomas laikas, $alinamos
uzrasymo klaidos ir galima automatizuoti apskaic¢iavimus.

Esant mazam didinimui, tikrinami ilgy plauseliy galai, sickiant jsitikinti, ar jie nesusisuka ir dar karta neatsiduria
matavimo regos lauke ir yra matuojami tik viena karta.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Plauseliy skersmens vertés paprastai neatitinka normaliojo skirstinio. Taciau padarius logaritming transforma-
cija galima gauti skirstinj, kuris aproksimuoty normalyjj.

Apskaiciuojamas n plauseliy skersmens (D) natiraliojo logaritmo verciy (InD) aritmetinis vidurkis (vidutinis
InD) ir standartinis nuokrypis (SDy,p).

TInD
n (1)

vidutinis InD =

2(InD - vidutinis InD) :

n-1

Standartinés paklaidos vertei (SE;,,p) gauti standartinis nuokrypis dalijamas i§ matavimy skaiciaus (n) kvadratinés
Saknies.

- SD
InD ~ ﬁ (3)

Geometrinio vidurkio bei dvigubos geometrinés standartinés paklaidos skirtumui gauti i§ aritmetinio vidurkio
vertés atimama dviguba standartiné paklaida ir apskaiciuojama $ios vertés (vidurkio ir dvigubos standartinés pa-
klaidos skirtumo) eksponenté.

LWGMD — 2SE = e(vidutinis lnD72SElnd> (4)
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3. ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMO ATASKAITA
Bandymy ataskaita turi sudaryti bent $i informacija:
—  LWGMD - 2SE verté;

—  visi nukrypimai, ypac galintys daryti jtakg rezultaty preciziskumui ir tikslumui, ir atitinkami duomenys jiems
pagristi.

4. NUORODOS
1. B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. February 1999.

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

B.46. IN VITRO ODOS DIRGINIMAS. REKONSTRUOTO ZMOGAUS EPIDERMIO MODELIO BANDYMAS

1.

1.1.

1.2.

METODAS

[VADAS

Odos dirginimu vadinama grjZztamoji odos pazaida po bandomosios medziagos uzdéjimo ne ilgiau kaip 4 va-
landoms [kaip apibrézta Jungtiniy Tauty (JT) visuotinai suderintoje cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenkli-
nimo sistemoje (GHS)](1). Sis bandymo metodas apima in vitro procediira, pagal kurig, atsizvelgiant j informacijos
reikalavimus, galima nustatyti cheminiy medZiagy geba dirginti odg atliekant atskirg pakaitinj bandymga kaip ban-
dymy strategijos dalj, taikant jrodomosios vertés nustatymo metoda (2).

Odos dirginimas paprastai buvo vertinamas naudojant laboratorinius gyviinus (zr. B.4 metoda)(3). Rpinantis gy-
viiny gerove, B.4 metodu galima nustatyti ésdinamajj ar dirginamajj poveikj odai pagal nuosekliyjy bandymy
strategija, taikant patvirtinto tinkamumo in vitro ir ex vivo metodus ir taip apsaugant gyviinus nuo skausmo ir
kanciy. Nuosekliosios bandymy strategijos B.4 ésdinimo bandymams tinka trys patvirtinto tinkamumo in vitro
bandymy metodai ar bandymy rekomendacijos: B.40, B.40bis ir TG 435 (4, 5, 6).

Sis bandymo metodas yra pagristas rekonstruoto zmogaus epidermio modeliais, kuriy bendroji schema (kaip las-
teliy 3altinis naudojami Zmogaus epidermio keratinocitai, reprezentatyvusis audinys ir citoarchitektonika) labai
artima Zmogaus odos vir§utiniy daliy, t.y., epidermio biocheminéms ir fiziologinéms savybéms. Taikant $iame
bandymo metode apradyta procediirg galima identifikuoti JT GHS 2 kategorijos dirginanciy medziagy pavojy.
Be to, i §j bandymo metoda jtrauktas naudojimo charakteristiky standarty rinkinys, skirtas jvertinti panasius ir
modifikuotus bandymo metodus, pagristus rekonstruoto zZmogaus epidermio tyrimu (7).

Buvo atlikti dviejy in vitro bandymo metody (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), kuriuos galima pirkti kaip
EpiSkin™ ir EpiDerm™, pradinio tinkamumo patvirtinimo, optimizavimo ir tinkamumo patvirtinimo tyrimai,
naudojant rekonstruoto zmogaus epidermio modelius. Sios nuorodos pateiktos remiantis R.38. Tam tikri per-
skaic¢iavimo aspektai, taikytini pagal GHS, aptariami 25 nuorodoje. Metodus, kuriy naudojimo charakteristikos
atitinka EpiSkin™ (patvirtinto tinkamumo 1-ojo pamatinio metodo) naudojimo charakteristikas, rekomenduo-
jama naudoti kaip atskirus pakaitinius triusiy in vivo bandymo metodus GHS 2 kategorijos dirginan¢ioms che-
minéms medZziagoms klasifikuoti. Metodus, kuriy naudojimo charakteristikos atitinka EpiDerm™ (patvirtinto
tinkamumo 2-ojo pamatinio metodo) naudojimo charakteristikas, rekomenduojama naudoti tik kaip atrankos
bandymo metodus arba kaip nuosekliosios bandymuy strategijos dalis taikant jrodomosios vertés nustatymo me-
todg GHS 2 kategorijos dirginanc¢ioms cheminéms medziagoms klasifikuoti. Prie§ taikant siilomg in vitro re-
konstruoto zmogaus epidermio modelio bandymg reglamentavimo tikslais, reikéty nustatyti jo patikimuma,
tinkamuma (tikslumag) ir sitilomo naudojimo apribojimus, siekiant uztikrinti jo panasuma i patvirtinto tinkamu-
mo 1-gjj pamatinj metodg pagal $iame bandymo metode nustatytus naudojimo charakteristiky standartus
(priedélis).

Dviejy kity in vitro rekonstruoto Zzmogaus epidermio bandymo metody tinkamumas buvo patvirtintas pagal sio
bandymo metodo reikalavimus, o gauti rezultatai buvo panasas | patvirtinto tinkamumo 1-ojo pamatinio me-
todo rezultatus (18). Tai yra modifikuotas EpiDerm™ bandymo metodas (modifikuotas 2-asis pamatinis meto-
das) ir SkinEthic RHE™ bandymo metodas (1-asis me-too metodas).

APIBREZTYS

Siame bandymo metode taikomos §ios apibréztys:

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy ver¢iy sutapimo artumas. Tikslumas yra ban-
dymo metodo naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas dazZnai vartojamas
kaip lygiavertis terminui ,sutapimas” tinkamy bandymo metodo rezultaty daliai i§reiksti.

Partijos kontroliné medZiaga — palyginamoji medziaga, kurig naudojant gaunamas audinio lasteliy gyvybin-
gumo atsako intervalo vidurkis.
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1.3.

Lasteliy gyvybingumas — parametras suminiam lasteliy populiacijos aktyvumui matuoti, pvz., lasteliy mito-
chondriniy dehidrogenaziy geba redukuoti vitalinj daziklj MTT ([3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolinio
bromida, tiazolilo mélynaji), kuris, atsizvelgiant j galutinj matuojama dydj ir taikoma bandymo schema, yra su-
sijes su suminiy lasteliy kiekiu ir (arba) jy gyvybingumu.

ETs, — veikimo trukmé, per kurig lasteliy gyvybingumas sumazéja 50 % jas veikiant tam tikros pastovios kon-
centracijos cheminiu Zymekliu, zr. taip pat ICs,,.

Klaidingai neigiamy rezultaty dalis — visy teigiamy medzZiagy, kurios taikant bandymo metodg yra klaidingai
identifikuotos kaip neigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

Klaidingai teigiamy rezultaty dalis — visy neigiamy (neveikliyjy) medziagy, kurios yra klaidingai identifikuo-
tos kaip teigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

Neribota dozé — ant odos dedamas bandomosios medziagos kiekis, didesnis uz kiekj, kurio reikia visiskai ir to-
lygiai uzdengti odos pavirsiy.

GHS (Visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo sistema) — sistema, kurioje pa-
teikiama cheminiy medziagy (medziagy ir miSiniy) klasifikacija pagal standartizuotus fizikiniy pavojy, pavojy
sveikatai bei aplinkai tipus ir nagrinéjami atitinkami informaciniai elementai, pvz., piktogramos, signaliniai Zo-
dziai, pavojaus pareiskimai, jspéjamieji pareiskimai ir saugos duomeny lapai, kad bity galima informuoti apie
medZiagy neigiamg poveiki, siekiant apsaugoti Zzmones (jskaitant darbuotojus, darbininkus, vezéjus, vartotojus
ir avarijy likvidatorius) ir aplinkg (1), ES jgyvendinama Reglamentu (EB) Nr. 1272/2008.

IC5, — cheminio Zymeklio koncentracija, kuriai esant lasteliy gyvybingumas sumazéja 50 % (IC5,) pragjus nu-
statytai veikimo trukmei, Zr. taip pat ETs,,.

Naudojimo charakteristiky standartai — standartai, pagristi patvirtinto tinkamumo pamatiniu metodu, kuriuo
grindziamas sitilomo struktiriniu ir funkciniu pozZitriu panasaus bandymo metodo palyginamumas. [traukti: I)
esminiai bandymo metodo komponentai; Il) trumpiausias sgrasas pamatiniy cheminiy medziagy, atrinkty i3 che-
miniy medziagy, naudojamy jrodant patvirtinto tinkamumo pamatinio metodo priimtinas naudojimo charak-
teristikas; 11I) palyginamieji tikslumo ir patikimumo lygiai, pagristi gautais patvirtinto tinkamumo pamatiniam
metodo duomenimis, kuriuos siilomas bandymo metodas turéty atitikti, kai yra vertinamas naudojant trum-
piausig pamatiniy cheminiy medziagy sarasa.

Patikimumas — bandymo metodo, tam tikra laikg taikomo laboratorijose ir tarp laboratorijy pagal ta patj pro-
tokolg atkuriamumo laipsnio matai. Patikimumas jvertinamas apskaiciuojant atkuriamumga laboratorijoje ir tarp
laboratorijy.

Jautrumas — visy teigiamy (veikliyjy) medziagy, kurios yra tinkamai klasifikuotos atliekant bandyma, dalis. Jis
yra bandymo metodo, kuriuo gaunami vienareik§miai rezultatai, tikslumo matas ir yra svarbus bandymo meto-
do tinkamumo vertinimo veiksnys.

Specifiskumas — visy neigiamy (neveikliyjy) medziagy, kurios yra tinkamai klasifikuotos atliekant bandyma, da-
lis. Jis yra bandymo metodo, kuriuo gaunami vienareik$miai rezultatai, tikslumo matas ir yra svarbus bandymo
metodo tinkamumo vertinimo veiksnys.

Odos dirginimas — grjZztamosios odos pazaidos gavimas po bandomosios medziagos uzdéjimo ne ilgiau kaip 4
valandoms. Odos dirginimas yra vietinis neimunogeninis atsakas, kuris atsiranda netrukus po veikimo medziaga
(24). Jo pagrindiné savybé — griZtamasis procesas vykstant uZdegiminiams atsakams ir esant su uzdegiminiu pro-
cesu susijusiems biidingiems klinikiniams dirginimo poZymiams (eritemai, edemai, niezéjimui ir skausmui).

TAIKYMO SRITIS IR APRIBOJIMAI

Rekonstruoto zmogaus epidermio bandymy, kuriems taikomas $is bandymo metodas, apribojimas yra tai, kad
pagal juos tik JT GHS 2-osios kategorijos cheminés medziagos klasifikuojamos kaip odos dirgikliai. Kadangi pa-
gal Siuos bandymus medziagy negalima priskirti papildomai 3-iajai kategorijai, kuri apibrézta JT GHS, visos li-
kusios medziagos nebus klasifikuojamos (néra kategorijos). Atsizvelgiant | kontrolés institucijy reikalavimus ir
galima naujy galutiniy matuojamuyjy dydziy jtraukima, naujy me-too bandymy tobulinimg arba sukirimg, §j ban-
dymo metoda gali tekti persvarstyti.

Siuo bandymo metodu galima identifikuoti vieno komponento dirginanéiy medziagy pavojy (19), bet juo ne-
galima gauti tinkamos informacijos apie odos ésdinima. Dujy ir aerozoliy bandyti negalima, o misiniai dar néra
jvertinti atlickant tinkamumo patvirtinimo tyrima.
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1.4.

1.5.

1.6.

BANDYMO METODO PRINCIPAS

Bandomoji cheminé medziaga uzdedama ant trijy matmeny rekonstruoto Zmogaus epidermio modelio, suda-
ryto i§ normaliy Zmogaus odos keratinocity, kurie buvo auginami, kad galéty bati gautas daugiasluoksnis labai
gerai diferencijuotas Zmogaus epidermio modelis. Jj sudaro suformuoti pamatinis, dygliuotasis ir griidétasis
sluoksniai ir daugiasluoksnis stratum corneum, turintis tarplasteliniy Zvyneliy pavidalo lipidy sluoksniy, kuriy
struktiira yra analogiska in vivo nustatytai struktarai.

Rekonstruoto Zzmogaus epidermio modelio bandymas pagristas prielaida, kad dirginancios cheminés medziagos
gali prasiskverbti per stratum corneum difuzijos btdu ir kad jos yra citotoksinés po juo esanciy sluoksniy laste-
lems. Lasteliy gyvybingumas matuojamas dehidrogenazémis redukuojant vitalinj dazikli MTT [3—(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolinio bromida, tiazolilo mélynajj; EINECS numeris 206-069-5, CAS
numeris 298-93-1)] { mélyna formazano druska, kuri kiekybiskai nustatoma ja ekstrahavus i§ audiniy (20). Dir-
ginancios medziagos identifikuojamos pagal jy geba sumazinti lasteliy gyvybinguma iki mazesnio nei nustatytas
ribinio lygio (t. y. < 50 % JT GHS 2-osios kategorijos dirginanc¢ioms medziagoms). MedzZiagos, kuriy atveju gau-
namas didesnis nei nustatyto ribinio lygio lasteliy gyvybingumas, nebus klasifikuotos (t. y. > 50 %, néra
kategorijos).

Rekonstruoto zmogaus epidermio modelio sistemos gali biti naudojamos kietosioms medziagoms, skys¢iams,
pusiau kietoms medziagoms ir vaskams bandyti. Skysciai gali buti vandeniniai arba nevandeniniai; kietosios me-
dziagos gali bati tirpios arba netirpios vandenyje. Jei jmanoma, kietasias medziagas reikéty bandyti smulkiy mil-
teliy pavidalu. Kadangi  rekonstruoto Zmogaus epidermio modelio sistemy tinkamumo patvirtinimo tyrima
buvo jtrauktos 58 kruopsciai parinktos cheminés medziagos, reprezentuojancios jvairias cheminiy junginiy kla-
ses, manoma, kad aptariami metodai i§ esmés tinka visoms cheminiy junginiy klasems (16). | tinkamumo pa-
tvirtinimo tyrima jtraukta 13 GHS 2-osios kategorijos medziagy. Reikéty pabrézti, kad antikorozinés rugstys,
bazés, druskos ir kitos neorganinés medziagos nebuvo jtrauktos j tinkamumo patvirtinimo tyrima. Kai kurios
zinomos organiniy medziagy klasés, tokios kaip hidroperoksidai, fenoliai ir aktyviosios pavirsiaus medziagos,
taip pat nebuvo jtrauktos j tyrima arba jtrauktos tik i3 dalies.

BANDYMU KOKYBES [RODYMAS

Prie§ pradédamos jprastu biidu taikyti patvirtinto tinkamumo metoda, kuris susietas su §iuo bandymo metodu,
laboratorijos gali pareiksti nora jrodyti techning kvalifikacija, naudodamos desimt cheminiy medziagy, reko-
menduoty 1 lenteléje. Pagal §j bandymo metoda JT GHS papildomos 3-iosios kategorijos medziagos priskiria-
mos prie kategorijos neturin¢iy medziagy. Pagal §j bandymo metoda sukurtiems naujiems panasiems (me-too)
bandymo metodams, kurie struktiros ir funkcijy pozZitiriu yra panasis j patvirtinto tinkamumo pamatinius me-
todus, arba patvirtinto tinkamumo metody pakeitimams reikéty naudoti $io bandymo metodo priedélyje apra-
$ytus naudojimo charakteristiky standartus, kad bity galima jrodyti naujy bandymo metody palyginamajj
patikimuma ir tiksluma prie§ pradedant juos taikyti bandymams reglamentavimo tikslais.

1 lentelé

Bandymy kokybei jrodyti naudojamos cheminés medZiagos, kurios yra priedélyje isvardyty
pamatiniy cheminiy medZiagy pogrupis

Cheminé medziaga CAS numeris In vivo balas Fizikiné biisena GHS kategorija
naftalenacto riigstis 86-87-3 0 K néra kat.
izopropanolis 67-63-0 0,3 S néra kat.
metilstearatas 112-61-8 1 K néra kat.
heptilbutiratas 5870-93-9 1,7 S Papildoma

3-ioji kat.
heksilsalicilatas 6259-76-3 2 S Papildoma

3-ioji kat.
ciklamenaldehidas 103-95-7 2,3 S 2-0ji kat.
1-bromheksanas 111-25-1 2,7 S 2-0ji kat.
butilmetakrilatas 97-88-1 3 S 2-0ji kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazinas 5271-27-2 3,3 K 2-0ji kat.
Heptanalis 111-71-7 4 S 2-0ji kat.

METODO APIBUDINIMAS

Toliau aprasomi odos dirginimui jvertinti naudojamo rekonstruoto Zzmogaus epidermio modelio bandymy kom-
ponentai ir procediiros. Rekonstruoto Zmogaus epidermio modelis gali bati sukurtas, paruostas arba nupirktas
(pvz., EpiSkin™, EpiDerm™ ir SkinEthic RHE™). EpiSkin™, EpiDerm™ ir SkinEthic RHE™ standartinius bandymo
metody protokolus galima gauti adresu [http://ecvam.jrc.ec.europa.cu](21, 22, 23). Bandymai turi bati atlieckami
kaip nurodyta toliau.
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Rekonstruoto Zmogaus epidermio modelio komponentai

Bendrosios modelio sglygos

Epiteliui gauti turéty bati naudojami normaliis Zmogaus odos keratinocitai. Po funkciniu stratum corneum turi bati
keli gyvybingy epitelio lgsteliy sluoksniai (pamatinis sluoksnis, dygliuotasis (stratum spinosum), grudétasis (stra-
tum granulosumy)). Stratum corneum turéty bati daugiasluoksnis ir turéti pagrindinius lipidy sluoksnius, kad bty
gautas patvarus funkcinis barjeras, kuris baty atsparus cheminiy citotoksiniy zZymekliy, pvz., natrio dodecilsul-
fato (SDS) arba Triton X-100, greitam prasiskverbimui. Barjero funkcija gali bati jvertinta nustatant koncentra-
cija, kuriai esant cheminis Zymeklis sumazina audiniy gyvybinguma 50 % (ICs,), praéjus nustatytai veikimo
trukmei, arba nustatant tam tikros pastovios koncentracijos cheminio Zymeklio veikimo trukme, per kurig las-
teliy gyvybingumas sumazéja 50 % (ETs,). Modelis turéty turéti sulaikymo savybes, kurios apsaugoty nuo me-
dziagos patekimo i gyvaji audinj apeinant stratum corneum, dél ko biity blogai modeliuojamas odos veikimas
medziaga. Ant odos modelio neturéty biiti bakterijy, virusy, mikoplazmy arba grybeliy uzkrato.

Funkcinés modelio sglygos

Gyvybingumas

Gyvybingumo dydziui nustatyti daZniausiai taikomas MTT bandymas (20). Daziklio, ekstrahuoto (iStirpinto) i§
neigiama kontroline medziaga apdoroto audinio, optinis tankis turéty biti bent 20 karty didesnis uz ekstraha-
vimui naudoto tirpiklio optinj tankj. Reikéty patvirtinti dokumentais, kad neigiama kontroline medziaga apdo-
rotas audinys yra stabilus kultGroje (gaunami panasis gyvybingumo matavimai) visg veikimo medzZiaga
laikotarpio trukme.

Barjero funkcija

Stratum corneum ir jo lipidy sudétis turéty biiti pakankama, kad jie baity atspariis greitam cheminiy citotoksiniy
zymekliy, pvz., SDS arba Triton X-100, prasiskverbimui, jvertintam matuojant IC5, arba ETs,,.

Morfologija

Rekonstruotos odos (epidermio) histologinj tyrima, siekiant jrodyti, kad ji turi j Zmogaus oda (epidermij) panasia
struktiirg (jskaitant daugiasluoksnj stratum corneum), turéty atlikti tinkama kvalifikacijg turintys darbuotojai.

Atkuriamumas

Reikéty jrodyti metodo rezultaty, gauty taikant tam tikrg modelj, atkuriamuma bégant laikui; tam pageidautina
naudoti partijos kontroling (palyginamaja) medziaga (Zr. priedélj).

Kontrolinés medziagos modelio kokybei nustatyti

Kiekviena naudojamo epidermio modelio partija turéty atitikti apibréztus produkcijos isleidimo kriterijus, i3 ku-
riy svarbiausi bity gyvybingumo (1.6.1.2.1 punktas) ir barjero funkcijos (1.6.1.2.2 punktas) kriterijai. IC5, arba
ETs, priimtinumo intervalg (vir§uting ir apating riba) turéty nustatyti odos modelio tickéjas (arba tyréjas, kai nau-
dojamas vidinis modelis). Gavusi audinius, laboratorija turéty patikrinti jy apsaugines savybes. Tik su kokybis-
kais audiniais gauti rezultatai gali bati laikomi patikimais prognozuojant dirginimo reiskinius. Kaip pavyzdys,
toliau pateikti patvirtinto tinkamumo metody priimtinumo intervalai.

2 lentelé

Partijos gamybos kokybés kontrolés kriterijy pavyzdziai

Apatiné priimtinumo Priimtinumo intervalo VirSutiné priimtinumo
riba vidurkis riba
Patvirtinto tinkamumo 1-asis | IC5, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml

pamatinis metodas (18 h
apdorojimas SDS)

Patvirtinto tinkamumo 2-asis ET;q = 4,8 h ETso = 6,7 h ETs0=8,7h
pamatinis metodas (1 % Triton
X100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Bandomosios ir kontrolinés medziagy uZdéjimas

Turéty bati naudojamas pakankamas kartotiniy audinio bandiniy skaicius kiekvienam apdorojimo ir kontroli-
niam bandymui (bent trys kartotiniai bandiniai vienam bandymui). Tiriant skystasias ir kietasias medZiagas, nau-
dojamos bandomosios medziagos kiekis turi bati pakankamas, kad odos pavirsius biity tolygiai padengtas
medZiaga, bet vengiama neribotos dozés (zr. 1.2 Apibréztys), t. y. reikéty naudoti ne maziau kaip 25 pl/cm? arba
25 mgfcm?. Jei bandomos kietosios medziagos, pries jy uzdéjima epidermio pavirsiy reikéty suvilgyti dejoni-
zuotu arba distiliuotu vandeniu, kad baty uztikrintas geras salytis su oda. Jei jmanoma, kietgsias medziagas rei-
keéty bandyti smulkiy milteliy pavidalu. Pasibaigus veikimo medziaga laikotarpiui, bandomoji medziaga turi biti
kruopsciai nuplauta nuo odos pavirsiaus vandeniniu buferiniu tirpalu arba 0,9 % NaCl. Atsizvelgiant | naudota
rekonstruoto Zmogaus epidermio model;j, veikimo medziaga trukmé gali bati nuo 15 iki 60 min, o inkubavimo
temperattira — nuo 20 iki 37 °C. I$sami informacija pateikta trijy metody standartinése taikymo procediirose (21,
22, 23).

Kiekviename tyrime lygiagreciai turéty biti naudojamos neigiamos (NC) ir teigiamos (PC) kontrolinés medzia-
gos siekiant jrodyti, kad audiniy gyvybingumas (NC), barjero funkcija ir gautas audiniy jautrumas (PC) atitinka
anksciau sukaupty duomeny priimtinumo intervalg. Sialoma PC medziaga bity 5 % vandeninis SDS. Sialomos
NC medziagos yra vanduo arba fiziologinis tirpalas fosfatiniame buferyje (PBS).

Lgsteliy gyvybingumo matavimai

Svarbiausias bandymo procediiros elementas yra tai, kad gyvybingumas matuojamas ne i§ karto, kai baigiama
veikti bandomaja chemine medziaga, bet pra¢jus pakankamai ilgam inkubaciniam laikotarpiui po veikimo ir au-
diniy plovimo $viezia terpe. Per §j laikotarpj sudaromos salygos atsigauti po silpno dirginimo poveikio ir atsi-
rasti aiskiam citotoksiniam poveikiui. Bandymo optimizavimo tarpsniu (9, 10, 11, 12, 13) buvo nustatyta, kad
optimali inkubacinio laikotarpio po apdorojimo trukmé lygi 42 h, todél ji buvo naudojama patvirtinant pama-
tiniy bandymo metody tinkamuma.

MTT virsmo bandymas yra patvirtinto tinkamumo kiekybinis metodas, kuris turéty bati taikomas lasteliy gyvy-
bingumui matuoti. Jis yra suderinamas su trijy matmeny audinio modeliu. Odos éminys 3 h laikomas reikiamos
koncentracijos MTT tirpale (pvz., 0,3-1 mg/ml). Mélynos spalvos formazano junginio nuosédos ekstrahuojamos
i§ audinio tirpikliu (pvz., izopropanoliu, parfigstintu izopropanoliu), o formazano koncentracija matuojama nus-
tatant optinj tankj esant 570 nm bangos ilgiui ir ne didesniam kaip + 30 nm praleidimo juostos plociui.

Bandomosios medziagos optinés savybés arba jos cheminis poveikis MTT gali trukdyti atliekant bandymg ir taip
gali bati gautas klaidingas gyvybingumo jvertis (nes bandomoji medziaga gali trukdyti atsirasti spalvai, leisti jai
iSnykti arba sukelti spalvos atsiradimag). Tai gali jvykti, kai tam tikra bandomoji medziaga nevisiskai pasalinama
i§ odos skalaujant arba kai ji prasiskverbia i epidermj. Jei bandomoji medziaga tiesiogiai veikia MTT, yra i§ pri-
gimties spalvota arba nusidazo apdorojant audinj, reikéty naudoti papildomas kontrolines medziagas, kad bty
galima aptikti bandomosios medziagos trikdzius taikomam gyvybingumo matavimo metodui ir padaryti patai-
sa. I8samy tiesioginio MTT redukavimo aprasyma galima rasti patvirtinto tinkamumo pamatiniy metody pro-
tokole (21, 22, 23). Dél siy trikdziy atsiradusios nespecifinés spalvos (NSC) dalis neturéty bati didesné kaip 30 %
NC (pataisoms daryti). Jei NSC > 30 %, bandomoji medziaga laikoma netinkama bandymui atlikti.

Bandymo priimtinumo kriterijai

Per kiekvieng bandyma, kurj atlickant naudojamos patvirtinto tinkamumo partijos (Zr. 1.6.1.2.5 punkta), turéty
bati gautos tokios neigiama kontroline medZziaga apdoroty audiniy optinio tankio vertés, kurios rodyty visus ve-
zimo bei priémimo etapus ir visg dirginimo bandymo protokolo procesa pra¢jusiy audiniy kokybe. Gautos kont-
roliniy medziagy optinio tankio vertés neturéty bati mazZesnés nei pagal ankstesnius duomenis nustatytos
apatinés ribinés vertés. Panasiai, teigiama kontroline medZiaga, t. y. 5 % vandeniniu SDS, apdoroti audiniai tu-
réty rodyti audiniy iSsaugota jautrumg ir jy geba atsakyti | dirginancios cheminés medziagos veikima kiekvieno
atskiro bandymo salygomis (pvz., gyvybingumas < 40 % taikant patvirtinto tinkamumo 1-3jj pamatinj metoda
ir < 20 % taikant patvirtinto tinkamumo 2-3jj pamatinj metoda). Reikéty nustatyti susijusius ir tinkamus karto-
tiniy bandiniy kintamumo matus (pvz., jei taikomi standartiniai nuokrypiai, jie turéty biti < 18 %).

DUOMENYS

DUOMENYS

Lentelése turéty bati pateikti kiekvieno atskiro apdoroto audinio kartotinio bandinio duomenys (pvz., optinio tan-
kio vertés ir apskaiciuoty Igsteliy gyvybingumo procentiniy ver¢iy duomenys kiekvienai bandomajai cheminei
medZiagai, jskaitant klasifikavima), jskaitant pakartoty bandymy, jei reikia, duomenis. Be to, ataskaitoje reikéty
pateikti kiekvieno bandymo vidutinés vertés + standartinio nuokrypio duomenis. Ataskaitoje reikéty nurodyti
pastebétas spalvoty bandomuyjy medziagy sgveikas su MTT reagentu.
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2.2.

3.1.

REZULTATUY INTERPRETAVIMAS

Gautos kiekvieno bandinio optinio tankio vertés gali biiti naudojamos nustatant gyvybingumo procenting dalj,
palyginti su neigiamais kontroliniais bandiniais, kuriy gyvybingumas prilyginamas 100 %. Ribin¢ lasteliy gyvy-
bingumo procentinés dalies verté, skirianti dirginancias bandomasias medziagas nuo neklasifikuojamyjy, ir sta-
tistiné (-és) procediira (-0s), taikyta (-os) rezultatams jvertinti ir dirginanc¢ioms medZziagoms identifikuoti, turi bati
aiskiai apibréztos ir patvirtintos dokumentais, taip pat turi bati jrodytas jy tinkamumas. Toliau pateikiamos dir-
ginimui prognozuoti naudojamos ribinés vertés, atitinkancios patvirtinto tinkamumo pamatinius metodus:

Laikoma, kad bandomoji medziaga yra dirginanti oda pagal JT GHS 2-3ja kategorija:
i) jei audinio gyvybingumas po veikimo medZiaga ir paskesnio inkubavimo yra mazesnis arba lygus (<) 50 %.
Laikoma, kad bandomoji medziaga nepriskiriama jokiai kategorijai:

ii) jei audinio gyvybingumas po veikimo medziaga ir paskesnio inkubavimo yra didesnis (>) kaip 50 %.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje turéty biiti pateikta 3i informacija:

Bandomosios ir kontrolinés medziagos:

—  cheminis (-iai) pavadinimas (-ai), pvz., IUPAC arba CAS pavadinimas, ir CAS numeris, jei Zinomas,
— medziagos grynumas ir sudétis (mases procentine (-¢mis) dalimi (-is)),

— fizikocheminés savybés (pvz., fizikiné biisena, stabilumas ir lakumas, pH, tirpumas vandenyje, jei Zinomas),
svarbios atlickamam tyrimui,

— bandomyjy ir (arba) kontroliniy medziagy apdorojimas prie§ bandyma, jei taikomas (pvz., Sildymas,
malimas),

— laikymo salygos.

Odos modelio ir naudoto protokolo pagrindimas.
Bandymo salygos:

— naudota lgsteliy sistema,

— informacija apie lgsteliy gyvybingumui matuoti naudoto matavimo prietaiso (pvz., spektrofotometro) kali-
bravimg ir praleidimo juosta,

— visa su konkreciu odos modeliu susijusi informacija, jskaitant jo naudojimo charakteristikas. Ja turéty su-
daryti Sie ir kiti duomenys:

i)  gyvybingumas;

ii)  barjero funkcija;

i) morfologija;

iv) atkuriamumas ir prognozuojamumas;

v)  kontrolinés medziagos modelio kokybei nustatyti;
— i3sami informacija apie taikyta bandymo procediirg,

— naudotos bandomosios dozés, veikimo medziaga trukmé ir inkubacinis laikotarpis po veikimo,
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visy bandymo procediros pakeitimy apraymas,
nuoroda j anksciau sukauptus modelio duomenis. Turéty biti pateikti Sie ir kiti duomenys:
i)  kokybés kontrolés duomeny priimtinumas atsizvelgiant j anks¢iau sukauptus partijos duomenis;

ii)  teigiamy ir neigiamy kontroliniy ver¢iy priimtinumas atsizvelgiant j teigiamy ir neigiamy kontroliniy
medziagy vidurkius ir intervalus;

taikyty vertinimo kriterijy, jskaitant prognozés modelio ribinio (-iy) tasko (-y) pagrindimo kriterijus,
apraSymas.

Rezultatai:

atskiry tiriamyjy bandiniy duomeny lentelés,

kity pastebéty reiskiniy aprasymas.

Rezultaty aptarimas.
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Priedélis

Odos dirginimui nustatyti pasiiilyty in vitro rekonstruoto Zmogaus epidermio modeliy naudojimo
charakteristiky jvertinimas

[VADAS

Reikéty jvertinti procediiras, sitilomas naudoti pagal §j bandymo metodg, kad bty galima nustatyti jy patikimuma ir tiks-
luma naudojant medziagas, kurios atitinka visg Draize dirginimo baly intervalg. Kai jvertinama naudojant 20 rekomenduo-
jamy pamatiniy cheminiy medziagy (2 lentel¢), pasidilyty procediry patikimumo ir tikslumo vertés turéty biti panasios j
vertes, gautas patvirtinto tinkamumo 1-uoju pamatiniu metodu (3 lentel¢) (1). Tikslumo ir patikimumo standartai, kuriuos
reikéty pasiekdi, pateikti II ir 11l dalyse. Itrauktos atitinkamas cheminiy medziagy klases reprezentuojancios neklasifikuoja-
mos ir Klasifikuojamos (JT GHS 2-osios kategorijos) medziagos, kad pasitilyto bandymo metodo patikimumg ir naudojimo
charakteristikas (jautruma, specifiskuma, klaidingai neigiamy bei klaidingai teigiamy rezultaty dalis ir tiksluma) baty galima
palyginti su patvirtinto tinkamumo 1-ojo pamatinio metodo naudojimo charakteristikomis. Bandymo metodo patikimu-
mas ir jo geba tinkamai identifikuoti JT GHS 2-osios kategorijos dirginancias medziagas turéty bati nustatyti prie§ prade-
dant jj taikyti naujy medziagy bandymams.

NAUDOJIMO CHARAKTERISTIKY STANDARTAI

Naudojimo charakteristiky standartus sudaro $ie trys elementai: I) esminiai bandymo metodo komponentai, II) pamatinés
cheminés medziagos ir III) apibréztos tikslumo ir patikimumo vertés (2). Sie naudojimo charakteristiky standartai buvo api-
brézti baigus ECVAM (Europos alternatyviy metody patvirtinimo centro) odos dirginimo bandymy tinkamumo patvirtini-
mo tyrimg (3).

) Esminiai bandymo metodo komponentai

Bendrosios modelio sglygos

Epiteliui gauti turéty baiti naudojami normaliis Zmogaus odos keratinocitai. Po funkciniu stratum corneum turi bati keli
gyvybingy epitelio lasteliy sluoksniai (pamatinis sluoksnis, dygliuotasis (stratum spinosum), griidétasis (stratum granulo-
sum)). Stratum corneum turéty bati daugiasluoksnis ir turéti pagrindinius lipidy sluoksnius, kad bty gautas patvarus funk-
cinis barjeras, kuris bity atsparus cheminiy citotoksiniy Zymekliy, pvz., natrio dodecilsulfato (SDS) arba Triton X-100,
greitam prasiskverbimui. Barjero funkcija gali bati jvertinta nustatant koncentracija, kuriai esant cheminis Zymeklis su-
mazina audiniy gyvybinguma 50 % (IC5), praéjus nustatytai veikimo trukmet, arba nustatant tam tikros pastovios kon-
centracijos cheminio Zymeklio veikimo trukme, per kurig lasteliy gyvybingumas sumazéja 50 % (ET ). Modelis turéty
turéti sulaikymo savybes, kurios apsaugoty nuo medziagos patekimo j gyvajj audinj apeinant stratum corneum, dél ko
bty blogai modeliuojamas odos veikimas medziaga. Ant odos modelio neturéty bati bakterijy, virusy, mikoplazmy
arba grybeliy uzkrato.

Funkcinés modelio sglygos
Gyvybingumas

Gyvybingumo dydziui nustatyti daZniausiai taikomas MTT bandymas (20). Daziklio, ekstrahuoto (iStirpinto) i§ neigiama
kontroline medziaga apdoroto audinio, optinis tankis turéty bati bent 20 karty didesnis uz ekstrahavimui naudoto tir-
piklio optinj tankj. Reikéty patvirtinti dokumentais, kad neigiama kontroline medziaga apdorotas audinys yra stabilus
kult@iroje (gaunami panasiis gyvybingumo matavimai) visg veikimo laikotarpio trukme. Gyvybingumo dydZiui nustatyti
dazniausiai taikomas MTT bandymas (20). Daziklio, ekstrahuoto (iStirpinto) i§ neigiama kontroline medziaga apdoroto
audinio, optinis tankis turéty bati bent 20 karty didesnis uz ekstrahavimui naudoto tirpiklio optinj tankj. Reikéty pa-
tvirtinti dokumentais, kad neigiama kontroline medziaga apdorotas audinys yra stabilus kultiiroje (gaunami panasis gy-
vybingumo matavimai) visa veikimo medziaga laikotarpio trukme.

Barjero funkcija

Stratum corneum ir jo lipidy sudétis turéty bati pakankama, kad jie biity atspariis greitam cheminiy citotoksiniy Zymek-
liy, pvz., SDS arba Triton X-100, prasiskverbimui, jvertintam matuojant ICs, arba ET5.

Morfologija

Rekonstruotos odos (epidermio) histologinj tyrima, siekiant jrodyti, kad ji turi { Zmogaus oda (epidermj) panasia struk-
tirg (jskaitant daugiasluoksnj stratum corneum), turéty atlikti tinkama kvalifikacija turintys darbuotojai.
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Atkuriamumas

Reikety jrodyti metodo rezultaty, gauty taikant tam tikrg modelj, atkuriamuma bégant laikui; tam pageidautina naudoti
partijos kontroling (palyginamaja) medziaga (zr. 1.2 skirsnio apibréztis).

Kontrolinés medziagos modelio kokybei nustatyti

Kiekviena naudojamo epidermio modelio partija turéty atitikti apibréztus produkcijos isleidimo kriterijus, i$ kuriy svar-
biausi baity gyvybingumo ir barjero funkcijos kriterijai. IC5, arba ET5, priimtinumo intervala (vir§uting ir apating ribg) tu-
réty nustatyti odos modelio tiekéjas (arba tyréjas, kai naudojamas vidinis modelis). Gavusi audinius, laboratorija turéty
patikrinti jy apsaugines savybes. Tik su kokybiskais audiniais gauti rezultatai gali bati laikomi patikimais prognozuo-
jant dirginimo reiskinius. Kaip pavyzdys, toliau pateikti patvirtinto tinkamumo metody priimtinumo intervalai.

1 lentelé

Partijos gamybos kokybés kontrolés kriterijy pavyzdziai

Apatiné priimtinumo riba Priimtilllig?_‘?kiir;tewalo Virsutiné priimtinumo riba
Patvirtinto tinkamumo 1-asis IC54 = 1,0 mg/ml IC54 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
pamatinis metodas
(18 h apdorojimas SDS)
Patvirtinto tinkamumo 2-asis ET;0=48h ET;0=6,7h ET;,=8,7h
pamatinis metodas
(1 % Triton X100)

Pamatinés cheminés medZiagos

Pamatinés cheminés medziagos naudojamos norint nustatyti, ar pasitlyto naujo in vitro rekonstruoto Zmogaus epider-
mio bandymo metodo, kuris, kaip jrodyta, struktriniu ir funkciniu pozZitiriu gana panaus j patvirtinto tinkamumo pa-
matinius metodus arba turi tik nedideliy patvirtinto tinkamumo pamatinio metodo pakeitimy, ir patvirtinto
tinkamumo 1-o0jo pamatinio metodo naudojimo charakteristikos yra panasios (1). 2 lenteléje isvardyta 20 pamatiniy
cheminiy medziagy, kurios reprezentuoja skirtingas tiriamas cheminiy medziagy klases ir JT GHS 2-osios kategorijos
chemines med#iagas. Sio sgraso medziagas sudaro 10 JT GHS 2-osios kategorijos cheminiy medziagy, 3 JT GHS pa-
pildomos 3-iosios kategorijos cheminés medziagos ir 7 kategorijos neturin¢ios medziagos. Pagal §j bandymo metoda
JT GHS papildomos 3-iosios kategorijos medziagos priskiriamos prie kategorijos neturinciy medziagy. Sis pamatiniy
cheminiy medziagy skaicius atitinka maziausia cheminiy medziagy skai¢iy, kurj reikéty naudoti jvertinant odos dirgi-
nimui nustatyti pasitlyto rekonstruoto Zzmogaus epidermio bandymo metodo tiksluma ir patikimuma. Jei negalima gau-
ti sarase nurodytos cheminés medziagos, galima naudoti kitas chemines medZiagas, apie kurias turima reikiamy in vivo
informaciniy duomeny. Norint nuodugniau jvertinti pasitlyto bandymo metodo tiksluma,  trumpiausiag pamatiniy che-
miniy medZiagy sarasa galima jtraukti papildomas chemines medziagas, kurios reprezentuoty kitas cheminiy medzia-
gy klases ir apie kurias bity turima reikiamy in vivo informaciniy duomeny.

2 lentelé

Pamatinés cheminés medZiagos rekonstruoto Zmogaus epidermio modeliy tikslumui ir patikimumui
nustatyti tiriant odos dirginima

Cheminé medziaga () CAS Nr. EINECS Nr. Fﬁi‘;ﬁ‘: ‘ga‘;gvs" GHS;;L”"" GHSk;t vivo
1-brom-4-chlorbutanas 6940-78-9 | 230-089-3 S 0 2-oji kat. | néra kat.
dietilftalatas 84-66-2 | 201-550-6 S 0 néra kat. néra kat.
naftalenacto riigstis 86-87-3 | 201-705-8 K 0 néra kat. | néra kat.
alilfenoksiacetatas 7493-74-5 | 231-335-2 S 0,3 néra kat. néra kat.
Izopropanolis 67-63-0 | 200-661-7 S 0,3 néra kat. néra kat.
4-metiltiobenz aldehidas 3446-89-7 | 222-365-7 S 1 2-oji kat. | néra kat.
metilstearatas 112-61-8 | 203-990-4 K 1 néra kat. néra kat.
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Cheminé medziaga () CAS Nr. EINECS Nr. %ﬁ;tf: Igavlf:s” C'Hskz vitro GHSk:t' vivo
heptilbutiratas 5870-93-9 | 227-526-5 S 1,7 néra kat. Papildoma
3 kat.
heksilsalicilatas 6259-76-3 | 228-408-6 S 2 néra kat. Papildoma
3-ioji kat.
triizobutilfosfatas 126-71-6 | 204-798-3 S 2 2-0ji kat. | Papildoma
3-i0ji kat.
1-dekanolis 112-30-1 | 203-956-9 S 2,3 2-0ji kat. 2-0ji kat.
ciklamenaldehidas 103-95-7 | 203-161-7 S 2,3 2-oji kat. | 2-oji kat.
1-bromheksanas 111-25-1 | 203-850-2 S 2,7 2-oji kat. | 2-oji kat.
2-chlormetil-3,5-dimetil-4- 86604-75-3 | 434-680-9 K 2,7 2-0ji kat. 2-0ji kat.
metoksipiridino
hidrochloridas
a-terpineolis 98-55-5 | 202-680-6 S 2,7 2-0ji kat. 2-0ji kat.
di-n-propil disulfidas 629-19-6 | 211-079-8 S 3 néra kat. 2-0ji kat.
butilmetakrilatas 97-88-1 | 202-615-1 S 3 2-oji kat. | 2-oji kat.
5—(1,1-dimetiletil)-2-metil 7340-90-1 | 438-520-9 S 3,3 2-0ji kat. 2-0ji kat.
benzentiolis
1-metil-3-fenil-1-piperazinas 5271-27-2 | 431-180-2 K 3,3 2-0ji kat. | 2-oji kat.
Heptanalis 111-71-7 | 203-898-4 S 4 2-oji kat. | 2-oji kat.

() 20 pamatiniy cheminiy medziagy yra 58 cheminiy medziagy, kurios i§ pradziy buvo naudotos 1-ojo pamatinio metodo (EpiSkin™)
tinkamumui patvirtinti, reprezentatyvioji imtis. Visas bandomuyjy cheminiy medziagy sarasas ir jy atrankos kriterijai yra pateikti (5).

2 lenteléje i§vardytos cheminés medziagos yra 58 cheminiy medziagy, naudoty atliekant ECVAM tarptautinj odos dir-
ginimo bandymy tinkamumo patvirtinimo tyrima (1), reprezentatyvusis skirstinys. Jy atranka pagrista $iais kriterijais:

—  chemines medZiagas galima nusipirkti,

— jos atitinka visa Draize dirginimo baly intervala (nuo nedirginancios iki stipriai dirginancios),

— jos turi gerai apibrézta chemine struktiirg,

— jos atitinka patvirtinto tinkamumo metodo atkuriamumg ir prognozavimo gebg, kaip nustatyta atlickant ECVAM

tinkamumo patvirtinimo tyrima,

— jos atitinka tinkamumo patvirtinimo procese naudota cheminj funkcionaluma,

— jos nesusijusios su ypa¢ didelio toksiskumo parametrais (pvz., kancerogeniskumu arba toksiskumu reprodukcijos

sistemai) ir su labai didelémis $alinimo islaidomis.

Apibréztos tikslumo ir patikimumo vertés

Pasitilyto bandymo metodo naudojimo charakteristikos (jautrumas, specifiskumas, klaidingai neigiamy bei klaidingai
teigiamy rezultaty dalys ir tikslumas) turéty biiti panasios i patvirtinto tinkamumo 1-ojo pamatinio metodo naudojimo
charakteristikas (3 lentel¢), t. y. jautrumas turéty biiti lygus arba didesnis (=) kaip 80 %, specifiskumas — lygus arba di-
desnis (2) kaip 70 %, tikslumas — lygus arba didesnis () kaip 75 %. Naudojimo charakteristikos turéty biiti nustatomos
naudojant visas skirtingose laboratorijose nustatytas 20 cheminiy medziagy klases. Kiekvienos cheminés medziagos kla-
sé kiekvienoje laboratorijoje turéty biti nustatyta naudojant viduting gyvybingumo vertg, gauta atliekant skirtingus ban-

dymus (ne maziau kaip tris patvirtintus bandymus).
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Patvirtinto tinkamumo 1 pamatinio metodo naudojimo charakteristikos (')

3 lentelé

Bandymo Chem‘iniq ‘ Kla‘id‘ingai Kl;i(‘iingai ‘
metodas med.il'agq Jautrumas Specifiskumas neigiamy teigiamy Tikslumas
skaicius rezultaty dalis | rezultaty dalis
Patvirtinto 58 87,2% (?) 71,1 % (3) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
tinkamumo
1 pamatinis
metodas (1)
Patvirtinto 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
tinkamumo
1 pamatinis
metodas (1)

(1) Episkin™
(%) I3bandyta 13 GHS 2-osios kategorijos dirginanciy cheminiy medziagy.
(?) 13bandytos 45 GHS 3-osios kategorijos dirginancios cheminés medziagos arba kategorijos neturincios cheminés medziagos.

Pasiilyto bandymo metodo patikimumas turéty biiti panasus j patvirtinto tinkamumo pamatiniy metody patikimuma.

Atkuriamumas laboratorijoje

Vertinant kintamumg laboratorijoje, klasifikavimo (2-oji kategorija arba néra kategorijos) sutapimas, nustatytas vienoje
atskiroje laboratorijoje atliekant skirtingus ir nepriklausomus 20 pamatiniy cheminiy medziagy bandymus, turéty bati
lygus arba didesnis (=) kaip 90 %.

Tarplaboratorinis atkuriamumas

Vertinti tarplaboratorinj atkuriamumga nebtina, jei pasitlytas bandymo metodas taikomas tik vienoje laboratorijoje. Jei
metodai bity perduodami tarp laboratorijy, klasifikavimo (2-0ji kategorija arba néra kategorijos) sutapimas, nustatytas
ne maziau kaip trijose laboratorijose atlickant skirtingus ir nepriklausomus 20 pamatiniy cheminiy medziagy bandy-
mus, turéty bati lygus arba didesnis (=) kaip 80 %.

NUORODOS
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Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kanddrova, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H., Cockshott, A., Gerner,
I. and Zuang, V. (2007) The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Report
on the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Integrity Function Test. ATLA 35, 559-601.

2. OECD (2005) Guidance Document No. 34 on the validation and international acceptance of new or updated test met-
hods for hazard assessment. OECD, Paris.

3. ECVAM (2007) Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Galima rasti adresu
http://ecvam.jrc.ec.europa.eu, spusteléjus Download Study Documents. Prieinama nuo 2008 m. spalio 27 d.

4. Mosman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytoto-
xicity assays. Journal of Immunological Methods 65, 55-63.

5. Eskes, C, Cole, T., Hoffmann, S., Worth, A., Cockshott, A., Gerner, . & Zuang. V (2007) ECVAM International Vali-
dation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35, 603-619.

(") 3 lenteléje pateiktas patvirtinto tinkamumo 1-ojo pamatinio metodo naudojimo charakteristikos atsizvelgiant i geba tinkamai identifi-
kuoti dirginancias chemines medziagas (JT GHS 2-osios kategorijos) ir neklasifikuojamas chemines medziagas (neturinéias kategorijos, is-
kaitant 3 papildoma kategorijg), naudojant atitinkamai 58 ir 20 pamatiniy cheminiy medziagy (2 lentelé).
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1.1.

1.2

IV PRIEDAS

C.3. GELO VANDENS DUMBLIAI IR CIANOBAKTERIJOS. AUGIMO INHIBAVIMO BANDYMAS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 201 (2006) (1).

IVADAS

Bandymo metodai yra periodiskai perzifirimi ir atnaujinami, atsizvelgiant { mokslo pazanga. C.2 bandymo metoda
reikéjo pataisyti, siekiant jtraukti papildomas rasis ir atitikti cheminiy medZiagy pavojaus jvertinimo reikalavimus
bei klasifikavima. Pataisymas atliktas atsizvelgiant i didelj praktinj patyrima, mokslo pazanga toksiskumo dum-
bliams tyrimo srityje ir platy naudojimg norminiuose teisés aktuose, kurie atsirado po pradinio priémimo.

APIBREZTYS
Siame bandymo metode vartojamos $ios apibréztys ir santrumpos:

Biomasé: populiacija sudarancios gyvos medziagos masé, iSreiksta tam tikrame tiirio vienete esancios sausos me-
dziagos mase; pvz., mg dumbliy/litre bandymo tirpalo. Paprastai ,biomasé¢“ yra apibréziama kaip mas¢, bet Siame
bandyme 3is Zodis yra vartojamas masei tiirio vienete apibrézti. Be to, iame bandyme vietoj biomasés paprastai
matuojami pakaitiniai parametrai, pvz., lasteliy skaicius, fluorescencija ir t. t., todél terminas ,biomasé“ taikomas ir
Siems pakaitiniams matams.

Variacijos koeficientas: dimensijos neturintis parametro kintamumo matas, apibréziamas kaip standartinio nuo-
krypio ir vidurkio santykis. Jj galima isreiksti procentais. Kartotiniy kontroliniy éminiy kultiry vidutinio savitojo
augimo greiio vidutinis variacijos koeficientas turéty biti apskai¢iuojamas taip:

1.  Apskaiciuojamas atitinkamo kartotinio éminio vidutinio savitojo augimo grei¢io % CV pagal kasdienius (at-
skiry laikotarpiy) augimo greicius.

2. Apskaic¢iuojama visy pagal 1 punkta apskaiciuoty ver¢iy vidutine verté kasdieniy (atskiry laikotarpiy) karto-
tiniy kontroliniy éminiy kultiry vidutinio savitojo augimo greicio vidutiniam variacijos koeficientui gauti.

EC,: bandymo terpéje itirpusios bandomosios medziagos koncentracija, kuriai esant bandymo organizmo augi-
mo greitis per nustatyta veikimo laikotarpj (tiksliai nurodoma, jei nukrypsta nuo visos arba normalios bandymo
trukmés) sumazéja x % (pvz., 50 %). EC vertei, gautai pagal augimo greitj arba pagal iSeiga, vienareik§miskai Zyméti
vartojami simboliai ,,E, C* ir SE,C

Auginimo terpé: visiskai paruosta sintetiné kultiiros terpé, kurioje auga bandomosios medziagos veikiami ban-
dymo dumbliai. Bandomoji medziaga paprastai tirpinama bandymo terpéje.

Augimo greitis (vidutinis specifinis augimo greitis): logaritminis biomasés didéjimas veikimo laikotarpiu.

Maziausia stebimo poveikio koncentracija (LOEC): maziausia bandymo terpéje istirpusios bandomosios me-
dziagos koncentracija, kuriai esant medziagos poveikis augimo maZzéjimui per nustatyta veikimo laikotarpj yra sta-
tistiskai reik§mingas palyginti su kontroliniais éminiais (kai p < 0,05). Taciau esant visoms didesnéms kaip LOEC
bandymo koncentracijos vertéms, kenksmingas poveikis turi biiti lygus arba didesnis nei poveikis, kuris baity esant
LOEC. Kai negalima jvykdyti $iy dviejy salygy, turi biti pateiktas i§samus paaiskinimas, kaip buvo pasirinkta LOEC
(taigi ir NOEC) verté.

Nestebimo poveikio koncentracija (NOEC): vos mazesné nei LOEC bandymo koncentracija.



2009 8 24

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

L 220/37

1.3.

1.4.

1.5.

Atsako kintamasis: toksiskumui jvertinti naudojamas kintamasis, gautas pagal bet kurj nors i§ matuojamy para-
metry, skirtingais apskai¢iavimo metodais aprasanciy biomas¢. Siame metode atsako kintamieji yra augimo grei-
¢iai ir iSeiga, gauti tiesiogiai matuojant biomase arba kurj nors i3 i§vardyty pakaitiniy parametry.

Savitasis augimo greitis: atsako kintamasis, apibréziamas kaip stebimo parametro (§iame bandymo metode — bio-
masés) natdraliyjy logaritmy skirtumo ir atitinkamo laikotarpio dalmuo.

ISeiga: matuojamo kintamojo verciy veikimo laikotarpio pabaigoje ir pradzioje skirtumas biomasés padidéjimui
bandymo metu iSreiksti.

BANDYMO TAIKOMUMAS

Sj bandymo metoda lengviausia taikyti vandenyje tirpioms med#iagoms, kurios bandymo salygomis tikriausiai lie-
ka vandenyje. Norint bandyti lakias, stipriai absorbuojamas, spalvotas, mazai tirpias medziagas arba medziagas, ga-
lin¢ias veikti bandymo terpés mitybiniy arba mineraliniy medziagy isisavinima, gali tekti atlikti tam tikrus
procediros pakeitimus (pvz., naudoti uzdarg sistema, kondicionuoti bandymo indus). Rekomendacijos dél tam tik-
ry tinkamy pakeitimy pateiktos (2), (3) ir (4) nuorodose.

BANDYMO ESME

Sio bandymo tikslas — nustatyti medziagos poveikj gélo vandens mikrodumbliy ir (arba) cianobakterijy augimui.
Pagal eksponentés désnj augantys bandymo organizmai paprastai 72 h laikotarpiu veikiami bandomaja medziaga
periodinio kultiiry auginimo salygomis. Nezitirint j palyginti trumpg bandymo trukme, galima jvertinti poveiki ke-
lioms kartoms.

Sistemos atsakas yra dumbliy kultfiry, veikiamy jvairios koncentracijos bandomaja medziaga, serijos (bandymo vie-
nety) augimo mazéjimas. Atsakas jvertinamas kaip bandomosios medziagos koncentracijos funkcija palyginti su
kartotiniy kontroliniy éminiy kulttry, neveikiamy bandomaja medziaga, augimu. Siekiant visiskai isreiksti siste-
mos atsaka i toksinius poveikius (optimalyjj jautrj), kultiroms leidZiama pakankamai ilga laika neribotai augti pa-
gal eksponente pakankamos mitybos ir nuolatinio apsvietimo salygomis, kad bty galima iSmatuoti savitojo
augimo greic¢io mazéjima.

Augimas ir augimo inhibavimas yra kiekybiskai jvertinami matuojant dumbliy biomase kaip laiko funkcijg. Dumb-
liy biomaseé yra iSreiskiama sausos medziagos mase tairio vienetui, pvz., mg dumbliy/litre bandymo tirpalo. Taciau
sausos medziagos masg yra sunku i§matuoti, todél taikomi pakaitiniai parametrai. I§ $iy pakaitiniy parametry daz-
niausiai taikomas lasteliy skai¢ius. Kitus pakaitinius parametrus sudaro lasteliy tiiris, fluorescencija, optinis tankis
ir t. t. Turéty bati Zinomas imatuoto pakaitinio parametro perskai¢iavimo j biomasg faktorius.

Bandymo rezultatas — augimo inhibavimas, ireiskiamas kaip biomasés didéjimo veikimo laikotarpiu logaritmas (vi-
dutinis savitasis augimo greitis). Pagal bandymo tirpaly serijai gautus vidutinius savituosius augimo greicius ap-
skaiciuojama apibréztg augimo grei¢io mazéjima x % (pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri iSreiskiama E.C,
(pvz., E,C5).

Taikant § metodg pagal ES teisés aktus, rezultatai turéty buti skai¢iuojami remiantis vidutiniu savituoju augimo
greiciu dél 2.2 skirsnyje nurodyty priezas¢iy. Siame metode taikomas papildomas atsako kintamasis — iSeiga, kuris
gali bati reikalingas kai kuriy valstybiy nustatytiems specifiniams norminiams reikalavimams jvykdyti. Jis yra api-
bréziamas kaip biomasés veikimo laikotarpio pabaigoje ir pradzioje skirtumas. Pagal bandymo tirpaly serijai gauta
i8eiga nustatoma apibreézta ieigos mazéjima x % (pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri iSreiskiama E,C, (pvz.,
EyCSO)'

Be to, galima statistiskai nustatyti maziausig stebimo poveikio koncentracija (LOEC) ir nestebimo poveikio kon-
centracija (NOEC).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA MEDZIAGA

Informacijg apie bandomaja medziaga, kuri gali biiti naudinga bandymo salygoms nustatyti, sudaro struktiriné for-
mulé, grynumas, patvarumas veikiant Sviesai, patvarumas bandymo salygomis, 3viesos absorbcijos savybeés, pKa ir
virsmo tyrimy rezultatai, jskaitant biologinio skaidumo vandenyje rezultatus.
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1.7.

1.8.

1.8.1.

Reikéty zinoti bandomosios medziagos tirpumg vandenyje, pasiskirstymo oktanolio ir vandens misinyje koeficien-
ta (P,,,) ir gary slégi, be to, reikéty turéti patvirtinto tinkamumo kiekybinio nustatymo bandymo tirpaluose meto-
da, kurio atgavimo efektyvumas ir aptikimo riba bty paskelbti.

ETALONINE MEDZIAGA

Kaip priemoné bandymo procedirai patikrinti gali baiti bandoma (-os) etaloniné (-és) medziaga (-os), pvz., 3,5-
dichlorfenolis, naudotas tarptautiniame tarplaboratoriniame bandyme (4). Dar kaip etaloning medziaga Zaliesiems
dumbliams galima naudoti kalio dichromatg. Pageidautina etaloning medZziaga bandyti bent du kartus per metus.

BANDYMO TINKAMUMAS
Turéty biti vykdomi Sie bandymo charakteristiky kriterijai jo tinkamumui patvirtinti:

—  Per 72 h bandymo laikotarpj kontroliniy éminiy kultiiry biomasé turéty eksponentiskai padidéti bent 16 kar-
ty. Sis skaicius atitinka savitajj augimo greitj 0,92 para™". Dazniausiai naudojamy rfisiy augimo greitis papras-
tai yra gerokai didesnis (Zr. 1 priedéli). Sis kriterijus gali biiti nejvykdytas, jei naudojamos riigys, kurios auga
léciau nei i$vardytos 1 priedélyje. Toki atveju bandymas turéty bati pratestas kontrolinés kultfiros kiekiui pa-
didinti bent 16 karty, ir augimas visa bandymo laika turi vykti pagal eksponentés désni. Jei tik pasickiamas
maziausias nustatytas dauginimosi faktorius 16, bandymo laikotarpis gali biiti sutrumpintas ne maziau kaip
iki 48 h neribotam eksponentiniam augimui bandymo laikotarpiu uZztikrinti.

—  Atskiry laikotarpiy (0-1, 1-2 ir 2-3 pary, 72 h bandymy) kontroliniy kultiiry savityjy augimo grei¢iy vidu-
tinis variacijos koeficientas (Zr. 1.2 skirsnio punkta ,variacijos koeficientas“) neturi viryti 35 %. Atskiry lai-
kotarpiy savitojo augimo greicio skaiciavimas pateiktas 2.2.1 skirsnio antroje pastraipoje. Sis kriterijus
taikomas vidutinei variacijos koeficiento vertei, apskai¢iuotai kartotiniy kontroliniy éminiy kultGroms.

—  Pseudokirchneriella subcapitata ir Desmodesmus subspicatus kontroliniy kultiry vidutiniy savityjy augimo greiciy
variacijos koeficientas visa bandymo laikotarpj neturi virsyti 7 %. Kity rec¢iau naudojamy rtsiy atveju 3i verté
neturéty virSyti 10 %.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

Bandymo indai ir kita aparatiira, kuri lie¢iasi su bandymo tirpalais, turéty biiti pagaminta vien tik i§ stiklo arba ki-
tos chemigkai inertinés medziagos. Indai turéty biiti gerai iSplauti, siekiant uZtikrinti, kad jokie organiniai arba ne-
organiniai teralai negaléty veikti dumbliy augimo arba bandymo tirpaly sudéties.

Paprastai kaip bandymo indai naudojamos stiklinés kolbos, kuriy matmeny pakakty talpinti kultdiros kieki, reika-
lingg bandymo metu atliekamiems matavimams, ir uztikrinti pakankamg CO, masés pernesimg i§ atmosferos
(zr. 1.8.9 skirsnio antrgjg pastraipg). Atkreipiamas démesys i tai, kad skyscio tdrio turi pakakti analiziniams nus-
tatymams (Zr. 1.8.11 skirsnio penktaja pastraipa).

Be to, bus reikalinga visa arba tik kai kuri §i jranga:

—  Kultiiros auginimo aparatiira: rekomenduojama naudoti spintg arba kamerg, kurioje temperatiira biity galima
islaikyti £ 2 °C tikslumu.

— Ap3vietimo matavimo prietaisai: svarbu pazyméti, kad iSmatuota vertg veiks $viesos intensyvumo matavimo
metodas ir ypac jutiklio (kolektoriaus) tipas. Pageidautina matavimus atlikti naudojant sferinj (4 n) jutiklj (ku-
ris reaguoja j tiesioging ir atspindéta $viesa, krintancig visais kampais vir§ ir Zemiau matavimo plokstumos)
arba 2 m jutiklj (kuris reaguoja i $viesa, krintancia visais kampais vir§ matavimo plokstumos).

—  Aparatiira dumbliy biomasei nustatyti. Lasteliy skaicius, kuris yra dazniausiai taikomas dumbliy biomasés pa-
kaitinis parametras, gali biiti nustatytas naudojant elektroninj daleliy skaitiklj, mikroskopa su skaiciavimo ka-
mera arba tekéjimo citometra. Kiti biomasés pakaitiniai parametrai gali biiti matuojami naudojant tekéjimo
citometrg, fluorimetra, spektrofotometra arba kolorimetrg. Naudinga apskaiciuoti perskaiciavimo faktoriy, ku-
ris susiety sausos medziagos mase ir daleliy skaiciy. Siekiant uZtikrinti tinkamus matavimus spektrofotomet-
ru, esant mazoms biomasés koncentracijos vertéms, gali tekti naudoti kiuvetes, kuriy $viesos kelio ilgis baty
bent 4 cm.
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Bandymo organizmai

Galima naudoti kelias nepritvirtinty mikrodumbliy ir cianobakterijy rtisis. Buvo patikrinta, kad $iame bandymo me-
tode nurodytai bandymo procediirai tinka 1 priedélyje ivardyti Stamai.

Jei naudojamos kitos riidys, ataskaitoje turéty biiti nurodytas Stamas ir (arba) kilmé. Turi bati patvirtinta, kad pa-
sirinkty bandymo dumbliy eksponentinis augimas gali bati uztikrintas visa bandymo laikotarpj vyraujanciomis ban-
dymo salygomis.

Auginimo terpé

Rekomenduojamos dvi alternatyvios auginimo terpés: OECD ir AAP terpés. Siy terpiy sudétis pateikta 2 priedélyje.
Atkreipiamas démesys, kad skiriasi abiejy terpiy pradiné pH verté ir buferiné talpa (pH didé¢jimui reguliuoti). Todél
bandymy rezultatai gali skirtis dél naudojamos bandymo terpés, ypac kai bandomos joninés medziagos.

Auginimo terpes gali tekti tam tikrais atvejais modifikuoti, pvz., kai bandomi metalai ir chelantai arba bandymai
atliekami, esant skirtingoms pH vertéms. Modifikuoty terpiy naudojimas turi bati detaliai aprasytas ir
pagristas (3)(4).

Pradiné biomasés koncentracija

Visy bandymo kultiiry pradiné biomasé turi bati vienoda ir gana maza, kad biity jmanomas eksponentinis augi-
mas visg inkubavimo laikotarpj ir nebiity mitybiniy medziagy iSeikvojimo rizikos. Pradiné biomasé neturéty vir-
Syti 0,5 mgfl sausos medziagos masés. Rekomenduojamos $ios pradinés Igsteliy koncentracijos vertés:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10> - 10*  lasteliy/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x10° lasteliy/ml
Navicula pelliculosa 10* lasteliy/ml
Anabaena flos-aquae 10* lasteliy/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10*-10°  lasteliy/ml

Bandomosios medziagos koncentracijos vertés

Tikétinus poveikius atitinkantis koncentracijos intervalas gali baiti nustatytas atliekant intervalo nustatymo bandy-
mus. Galutiniam nustatomajam bandymui turéty biti pasirinktos bent penkios koncentracijos vertés, isdéstytos pa-
gal geometring progresija, kurios vardiklis baity ne didesnis kaip 3,2. Jei bandomosios medziagos koncentracijos
atsako kreivé yra gulscia, galima pagristi didesnj vardiklj. Koncentracijos verciy eiluté turi sudaryti intervala, atitin-
kantj 5-75 % dumbliy augimo grei¢io mazéjima.

Kartotiniai ir kontroliniai éminiai

Pagal bandymo plang turéty bati trys kartotiniai kiekvienos bandymo koncentracijos éminiai. Jei nereikia nustatyti
NOEC, bandymo schema gali biiti pakeista padidinant koncentracijos verciy skai¢iy ir sumazinant kiekvienos ban-
dymo koncentracijos kartotiniy éminiy skai¢iy. Kartotiniy kontroliniy éminiy skaicius turi biiti ne maZesnis kaip
trys ir geriausiu atveju turéty biti du kartus didesnis nei kiekvienos bandymo koncentracijos kartotiniy éminiy
skaicius.

Galima paruosti atskirg bandymo tirpaly rinkinj bandomosios medziagos koncentracijos vertéms nustatyti anali-
z¢és metodais (zr. 1.8.11 skirsnio ketvirtaja ir Sestaja pastraipas).

Kai bandomajai medziagai soliubilizuoti naudojamas tirpiklis, turi bati jtraukti papildomi kontroliniai éminiai, tu-
rintys tirpiklio, kurio koncentracija atitikty naudojama bandymo kultGroms.

S¢jimo kultiiros ruosimas

Norint bandymo dumblius pritaikyti prie bandymo salygy ir uztikrinti, kad j bandymo tirpalus s¢jamy dumbliy au-
gimo tarpsnis baty eksponentinis, 2-4 dienos prie§ bandymo pradzia s¢jimo kultiira ruosiama bandymo terpéje.
Dumbliy biomasé turéty bati reguliuojama taip, kad iki pat bandymo pradzios s¢jimo kultiros augimas bty i§ es-
meés eksponentinis. Séjimo kultdira turéty biti inkubuojama bandymo kultiiry salygomis. Matuojamas s¢jimo kul-
taros biomasés didéjimas, kad bity galima uztikrinti bandymo $tamo normaly augimo intervalg auginimo
salygomis. Dumbliy auginimo procediiros pavyzdys aprasytas 3 priedélyje. Siekiant iSvengti vienalaikio lgsteliy da-
lijimosi bandymo eigoje, gali bati reikalinga antra s¢jimo kulttiros dauginimosi pakopa.
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Bandymo tirpaly ruo$imas

Turi bati vienoda visy bandymo tirpaly auginimo terpés koncentracija ir pradiné bandymo dumbliy biomasé. Pa-
sirinktos koncentracijos bandymo tirpalai paprastai ruosiami maisant bandomosios medziagos pradinj tirpalg ir au-
ginimo terpe bei s¢jimo kultira. Pradiniai tirpalai paprastai ruo$iami tirpinant medziaga bandymo terpéje.

Tirpikliai, pvz., acetonas, tret-butilo alkoholis ir dimetilformamidas, gali baiti naudojami kaip nesikliai vandenyje ma-
Zai tirpioms medziagoms jdéti j bandymo terpe (2)(3). Tirpiklio koncentracija neturéty virsyti 100 pl/l ir visy ban-
dymo serijos kulttiry (jskaitant kontrolines) tirpiklio koncentracija turéty biti vienoda.

Inkubavimas

Bandymo indai uzkem$ami orui nelaidziais kam3¢iais. Indai kratomi ir statomi i kultiiros auginimo aparata. Biitina,
kad bandymo metu dumbliai biity suspenduoti CO, pernesimui palengvinti. Siuo tikslu reikéty nuolat maisyti arba
purtyti. Kultiiry temperatiira turéty baiti 21-24 °C intervale ir reguliuojama + 2 °C tikslumu. Jei naudojamos kitos
nei 1 priedélyje nurodytos riisys, pvz., tropinés risys, galbat labiau tikty aukstesné temperatiira, jei blity jmanoma
uztikrinti tinkamumo kriterijus. Rekomenduojama kolbas statyti atsitiktinai ir kasdien keisti jy vieta inkubatoriuje.

Bandymo metu kontroliniy éminiy terpés pH neturéty padideti daugiau kaip 1,5 vieneto. Jei bandomi ir junginiai,
kurie i3 dalies jonizuojasi pH vertéms esant arti bandymo terpés pH, gali tekti riboti pH kitima atkuriamiems ir tiks-
liai apibréztiems rezultatams gauti. TechniSkai imanoma pakeisti pH verte < 0,5 pH vieneto, ir tai galima pasiekti
esant atitinkamam CO, masés pernesimo i§ aplinkos | bandymo tirpalg greiciui, pvz., didinant maiSymo greitj. Kita
galimybé — mazinti CO, suvartojimg, mazinant pradine biomase arba bandymo trukme.

Pavirsius, ant kurio yra inkubuotos kultairos, turéty bati nuolat ir vienodai ap3viestas liuminescenciniy lempy $vie-
sa, pvz., $altai balta arba dienos $viesos tipo Sviesa. Dumbliy ir cianobakterijy Stamy reikalavimai $viesai skiriasi.
Sviesos intensyvumas turéty biiti pasirinktas taip, kad atitikty naudojama bandymo organizma. Rekomenduotoms
7aliyjy dumbliy riisims pasirinktas §viesos intensyvumas bandymo tirpaly lygyje turéty atitikti 60-120 pE-m s~
intervalg, kai jis matuojamas esant fotosintezei optimaliam bangy ilgiy intervalui 400-700 nm ir naudojant atitin-
kama jutiklj. Kai kurios rasys, ypa¢ Anabaena flos-aquae, gerai auga esant maZzesniam $viesos intensyvumui ir gali
biti pazeistos esant dideliam intensyvumui. Tokioms rti$ims turéty biti pasirinktas vidutinis $viesos intensyvumas
40-60 puE'‘m s ', (Jei ap$vietos matavimo prietaisai kalibruoti liuksais, Saltai baltos $viesos 4 4408 880 liuksy
ap$vieta mazdaug atitinka 60-120 pE-m2s' §viesos intensyvuma). Sviesos intensyvumas vir§ inkubavimo vietos
neturi kisti daugiau kaip £ 15 % vidutinio $viesos intensyvumo.

Bandymo trukmé

Bandymo trukmé paprastai yra 72 h. Taciau ji gali buti trumpesné arba ilgesneé, jei vykdomi visi 1.7 skirsnio tin-
kamumo kriterijai.

Matavimai ir analiziniai nustatymai

Dumbliy biomasé kickvienoje kolboje nustatoma bent kasdien visg bandymo laikotarpj. Jei matavimai atlickami
naudojant mazus tirius, paimamus pipete i§ bandymo tirpalo, papildyti iuos tirius nereikia.

Biomasés matavimai atliekami skaic¢iuojant lasteles mikroskopu rankiniu biidu arba elektroniniu daleliy skaitikliu
(lasteliy skaiciy ir (arba) biologinj ttirj). Galima taikyti kitus metodus, pvz., pratekamaja citometrija, in vitro arba in
vivo chlorofilo fluorescencijg (6)(7) arba optinio tankio matavimg, jei galima jrodyti patenkinama koreliacija su bio-
mase, atitinkancia bandymo biomasés intervalg.

Tirpaly pH turi bati i$matuotas bandymo pradzioje ir pabaigoje.

Jei yra analizés procediira naudojamo intervalo bandomosios medziagos koncentracijai nustatyti, bandymo tirpalai
turéty bati analizuojami pradinei koncentracijai patikrinti ir veikimo koncentracijos vertéms bandymo eigoje
uztikrinti.
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Gali pakakti nustatyti mazg ir didele bandomosios medziagos koncentracija bandymo pradzioje ir pabaigoje ir kon-
centracijg, kuri mazdaug atitikty laukiama ECs,, verte, jei tikétina, kad bandymo laikotarpiu veikimo koncentraci-
jos vertés keisis maziau kaip 20 % vardinés vertés. Rekomenduojama nustatyti visas bandymo koncentracijos vertes
bandymo pradzioje ir pabaigoje, jei manoma, kad koncentracija vargu ar isliks 80-120 % vardinés vertés. Reko-
menduojama veikimo laikotarpiu kas 24 h papildomai imti analizei lakiy, nepatvariy arba stipriai adsorbuojamy
medziagy méginius, kad galima bty geriau apibrézti bandomosios medziagos nuostolj. Bus reikalingi papildomi
$iy medziagy kartotiniai éminiai. Visais atvejais bandomosios medziagos koncentracija reikia nustatyti tik viename
kiekvienos bandymo koncentracijos kartotinio éminio inde (arba analizuoti sujungty kartotiniy éminiy turinj).

Bandymo terpés, kurios specialiai ruosiamos veikimo koncentracijai nustatyti bandymo eigoje, turéty bati apdo-
rojamos kaip ir bandymo terpés, t. y. i jas turéty biti s¢jami dumbliai ir indai inkubuojami vienodomis salygomis.
Jei reikia nustatyti iStirpusios bandomosios medziagos koncentracija, gali tekti dumblius atskirti nuo terpés. Pagei-
dautina atskirti centrifugavimu, esant mazai perkrovos jéegos vertei, kurios pakakty dumbliams nusodinti.

Jei yra duomeny, kad visa bandyma bandomosios medziagos koncentracijos kitimas buvo patenkinamas ir ne di-
desnis kaip * 20 % vardinés arba iSmatuotos pradinés koncentracijos vertés, rezultaty analiz¢ galima atlikti pagal
varding arba iSmatuotg prading verte. Jei nuokrypis nuo vardinés arba iSmatuotos pradinés koncentracijos yra di-
desnis kaip + 20 %, rezultaty analizé turéty bati atliekama pagal veikimo laikotarpio geometrinio vidurkio kon-
centracijg arba taikant modelius, aprasancius bandomosios medziagos koncentracijos mazéjima (3)(8).

Dumbliy augimo inhibavimo bandymas yra dinamiskesné bandymo sistema palyginti su daugeliu kity trumpalai-
kiy toksiskumo vandens organizmams bandymuy. Dél tos priezasties gali bati sunku apibrézti faktines veikimo kon-
centracijos vertes, ypa¢ adsorbuojamy medziagy, bandomy esant mazoms koncentracijos vertéms. Tokiais atvejais
medziagos iSnykimas i§ tirpalo dél adsorbcijos ant dumbliy, kuriy biomasé didéja, nereiskia, kad ji pasisalino i3 ban-
dymo sistemos. Analizuojant bandymo rezultata, reikéty patikrinti, ar dél bandomosios medziagos koncentracijos
mazéjimo bandymo eigoje mazéja augimo inhibavimas. Jei taip, galima nagrinéti, kaip taikyti tinkama modelj, ap-
rasantj bandomosios medziagos koncentracijos mazéjima (8). Jei ne, rezultaty analiz¢ galbat tikty pagristi pradi-
némis (vardinémis arba i§matuotomis) koncentracijos vertémis.

Kiti stebéjimai

Bandymo pabaigoje s¢jimo kultiira turéty biiti apzitréta per mikroskopa jos normaliai ir sveikai i§vaizdai patik-
rinti ir visiems dumbliy iSvaizdos nukrypimams (kuriuos gali sukelti veikimas bandomaja medziaga) stebéti.

Ribinis bandymas

Kai kuriomis aplinkybémis, pvz., kai pradinis bandymas rodo, kad bandomosios medziagos toksinis poveikis ne-
pasireiskia esant mazesnei kai 100 mg-1"" arba tirpuma bandymo terpéje atitinkan¢iai koncentracijai (kuri biity ma-
Zesné), galima atlikti ribinj bandyma, kuriame bty lyginami kontrolinés grupés ir vienos apdoroty éminiy grupés
(100 mgI™" arba tirpumo vertei lygi koncentracija) atsakai. Labai rekomenduojama, kad jis biity patvirtintas ana-
lizuojant veikiancios medZziagos koncentracijg. Ribiniam bandymui taikomos visos anks¢iau aprasytos bandymo sa-
lygos ir tinkamumo kriterijai, i§skyrus tai, kad baity ne maziau kaip $esi kartotiniai apdoroti éminiai. Vidurkiams
palyginti kontroliniy ir apdoroty éminiy grupiy atsako kintamieji gali bati analizuojami taikant statistinj kriterijy,
pvz., Stjudento t kriterijy. Jei dviejy grupiy dispersijos yra nelygios, analizé turéty bati atlickama taikant t kriterijy,
pritaikyta nelygioms dispersijoms.

Metodo modifikacija, jei bandomos ryskiy spalvy medziagos

Apsvietimas (§viesos intensyvumas) turéty biti didziausias, koks gali bti $iame bandymo metode nustatytame dia-
pazone: 120puE m-2 s-1 arba didesnis.

Sviesos kelias turéty biiti sutrumpinamas sumaZinant bandymo tirpaly tiirj (5-25 ml).

Dumblius reikéty pakankamai suaktyvinti (pavyzdziui, lengvai pakratant kolba), kad jie bity daznai ap$vieciami
stipriu $viesos $altiniu kultiiros pavirsiuje.
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2.

2.1.

2.2.

DUOMENYS

AUGIMO KREIVIY GAVIMAS

Biomase bandymo induose galima iSreiksti matuojamy pakaitiniy parametry vienetais (pvz., lasteliy skaiciumi,
fluorescencija).

Augimo kreiviy grafikams gauti i lenteles suraomos jvertintos bandymo ir kontroliniy kultfiry biomases koncent-
racijos vertés, bandomosios medziagos koncentracijos vertés ir matavimo laikas, skai¢iuojamas bent sveikos valan-
dos tikslumu. Sioje stadijoje gali biiti naudingos logaritminiy ir linijiniy parametry skalé, bet logaritminés skalés
yra privalomos ir paprastai jos geriau rodo augimo vaizdo kitimus bandymo laikotarpiu. Atkreipiamas démesys |
tai, kad logaritminése koordinatése gauta eksponentinio augimo kreive yra ties¢, kurios palinkimas (krypties koe-
ficientas) Zymi savitajj augimo greitj.

Pagal grafikus tirlama, ar visa bandyma kontrolinés kultfiros auga laukiamu greiciu pagal eksponentés désnj. Kri-
tiskai tiriami visi duomeny taskai ir grafiko i§vaizda, neapdoroti duomenys ir procediros tikrinamos, norint rasti
galimas klaidas. Ypa¢ tikrinami visi duomeny taskai, kurie atrodyty, kad nukrypo dél sistemingosios paklaidos. Jei
akivaizdy, kad galima identifikuoti ir (arba) laikyti labai tikétinomis procediiros klaidas, konkretus duomeny taskas
zymimas kaip riktas ir nejtraukiamas j véliau atlickama statisting analiz¢. (Nuliné dumbliy koncentracija viename i3
dviejy arba trijy kartotiniy éminiy indy gali rodyti, kad { inda nebuvo tinkamai paséta arba jis buvo blogai i§plau-
tas). Duomeny tasky atmetimo kaip rikty priezastys turi biti aiskiai nurodytos bandymy ataskaitoje. Priimamos
prieZastys yra tik (retos) procediiros klaidos ir ne vien tik blogas preciziskumas. Statistinés rikty identifikavimo pro-
cediiros $io tipo problemai taikomos ribotai ir negali pakeisti eksperty jvertinimo. Riktus (paZymétus, kad jie yra
tokie) geriau biity palikti tarp duomeny tasky, kurie véliau kokiu nors bidu pateikiami kaip grafiniai arba lenteliy
duomenys.

ATSAKO KINTAMIE]I

Bandymo tikslas — nustatyti bandomosios medziagos poveikj dumbliy augimui. Siame bandymo metode aprasyti
du atsako kintamieji, nes valstybés narés juos skirtingai vertina ir skiriasi norminiai reikalavimai. Siekiant uztikrinti
rezultaty priimtinuma visose valstybése narése, poveikis turéty biti jvertintas taikant abu toliau aprasytus atsako
kintamuosius a ir b.

a)  Vidutinis savitasis augimo greitis: 3is atsako kintamasis yra apskai¢iuojamas pagal biomasés logaritminj padi-
déjimg bandymo laikotarpiu, iSreiskiama parai.

b) I3eiga: Sis atsako kintamasis yra biomasés bandymo pabaigoje ir pradzioje skirtumas.

Taikant 3 metodg pagal ES teisés aktus, rezultatai turéty bati skaiciuojami remiantis vidutiniu savituoju augimo
greiciu dél toliau nurodyty priezasciy. Reikéty pazyméti, kad néra lygintinos toksiskumo vertés, apskaiciuotos tai-
kant $iuos du kintamuosius, ir $is skirtumas turi biiti suvoktas naudojant bandymo rezultatus. Dél atitinkamy me-
tody matematinio pagrindo, savitojo augimo greicio vidurkiu pagristos EC, vertés (E,C,), paprastai bus didesnés nei
iSeiga pagristi rezultatai (E,C,), jei laikomasi $io bandymo metodo salygy. Tai neturéty biiti interpretuojama kaip
dviejy atsako kintamuyjy jautrio skirtumas, tiesiog vertés skiriasi matematiskai. Vidutinio savitojo augimo greicio
savoka pagrista bendraja dumbliy eksponentinio augimo neribojamose kultiirose schema, kurig taikant toksisku-
mas jvertinamas pagal poveikj augimo grei¢iui, kuris nepriklauso nuo kontroliniams éminiams gauto absoliutaus
savitojo augimo greicio lygio, koncentracijos ir atsako kreivés krypties koeficiento arba nuo bandymo trukmés. Prie-
Singai, rezultatai, pagristi iSeiga kaip atsako kintamuoju, priklauso nuo visy siy kity kintamyjy. E,C, priklauso nuo
kiekviename bandyme naudojamy dumbliy risiy savitojo augimo greicio ir nuo didZiausio savitojo augimo grei-
&io, kuris gali biiti skirtingas dumbliy riisims ir netgi $tamams. Sis atsako kintamasis neturéty biiti taikomas lygi-
nant dumbliy rtsiy arba net skirtingy Stamy jautrj toksinéms medziagoms. Nors toksiskumui jvertinti moksliniu
pozitiriu bity geriau taikyti vidutinj savitajj augimo greitj, iSeiga pagristi toksiskumo jverciai irgi yra jtraukti j §j
bandymo metoda, siekiant atitikti kai kuriy $aliy galiojanciy norminiy teisés akty reikalavimus.
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2.2.1.

2.2.2.

Vidutinis augimo greitis

Vidutinis savitasis augimo greitis per tam tikrg laikotarpj yra apskaic¢iuojamas kaip kiekvieno atskiro kontroliniy ir
apdoroty éminiy indo biomasés logaritminis padidéjimas pagal lygti:

lan ~InX, .
hym oy )
] 1

Cia:
P — vidutinis savitasis augimo greitis per laikg i - j;
X;; —biomasé laiku i;

X: -biomaseé laiku j.

Kiekvienai apdoroty ir kontroliniy éminiy grupei apskaiciuojama augimo greicio vidutiné verté ir dispersijos
jverciai.

Apskaiciuojamas visg bandymo trukme atitinkantis vidutinis savitasis augimo greitis (paprastai 0—3 paros), kaip pra-
ding verte naudojant pasétos biomasés prading varding verte, bet ne matuojamg prading verte, nes $iuo badu pa-
prastai gaunamas didesnis preciziS$kumas. Jei biomasei matuoti naudojama jranga galima gana tiksliai nustatyti
maza séjinio biomasg (pvz., tekéjimo citometras), galima naudoti i$matuotg prading biomasés koncentracija. Be to,
jvertinamas augimo greitis atskirais laikotarpiais, apskai¢iuojamas kaip kiekvienos bandymo dienos savitieji augi-
mo greiciai (0-1, 1-2 ir 2-3 paros) ir tiriama, ar kontroliniy éminiy augimo greitis licka pastovus (Zr. tinkamumo
kriterijus, 1.7 skirsnis). Gerokai mazesnis savitasis augimo greitis pirmaja parg palyginti su bendruoju vidutiniu sa-
vituoju augimo greiciu gali rodyti vélavimo tarpsnio buvimg. Tuo tarpu kai kontroliniy kultiiry vélavimo tarpsnj
galima labai sumazinti ir praktiskai pasalinti tinkamai paskleidziant i§ anksto paruosta kultiira, veikiamy kultary
vélavimo tarpsnis gali rodyti atsigavima po pradinio toksinio streso arba sumazéjusj palyginti su pradiniu veikima
dél bandomosios medziagos nuostoliy (jskaitant sorbcija ant dumbliy biomasés). Taigi galima jvertinti atskiry lai-
kotarpiy augimo greitj, kad baity galima jvertinti bandomosios medziagos poveikius veikimo laikotarpiu. Dideli ats-
kiriems laikotarpiams gauty augimo grei¢iy ir vidutinio augimo greicio skirtumai rodo, kad yra nuokrypis nuo
pastovaus eksponentinio augimo ir kad reikia atlikti nuodugny augimo kreiviy tyrima.

Kiekvieno apdoroto kartotinio éminio augimo grei¢io mazéjimas procentais apskaic¢iuojamas pagal lygti:

He—Hr
He

%l = x 100

Cia:

%1,  vidutinio savitojo augimo grei¢io mazéjimas procentais;

Be kontrolinés grupés vidutinio savitojo augimo greicio (i) vidutiné vert¢;
Pr apdoroto kartotinio éminio vidutinis savitasis augimo greitis.

Kai bandymo tirpalams ruosti naudojami tirpikliai, inhibavimo procentinei daliai apskaiciuoti geriau blity naudoti
tirpiklio kontrolinius éminius, o ne kontrolinius éminius be tirpikliy.

ISeiga

[Seiga apskaiciuojama kaip biomasés bandymo pabaigoje ir pradinés biomasés skirtumas kiekvienam atskiram kont-
roliniy ir apdoroty éminiy indui. Kiekvienai bandymo koncentracijai ir kontroliniam éminiui apskai¢iuojama isei-
gos vidutiné verté ir dispersijos jverciai. Kiekvieno apdoroto kartotinio éminio iSeigos mazéjima procentais (% L)
galima apskaiciuoti taip:

oY - idei % ait i
%1, iSeigos maz¢jimas procentais;
Yo vidutiné kontrolinés grupés iseigos verté;

Y2 apdoroto kartotinio éminio iSeigos verté.
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2.3.

2.4.

KONCENTRACIJOS IR ATSAKO SANTYKIO KREIVES BREZIMAS

Braizomas ir nuodugniai tiriamas inhibavimo procentinés vertés ir bandomosios medziagos koncentracijos loga-
ritmo grafikas, atmetant visus duomeny taskus, kurie buvo pazyméti kaip riktas per pirmajj tarpsni. I§ akies arba
taikant kompiuterinj interpoliavima per duomeny taskus bréziama tolydi linija pradiniam koncentracijos ir atsako
santykio vaizdui gauti, véliau taikomas detalesnis metodas, pageidautina taikyti kompiuterinj statistinj metodg. At-
sizvelgiant | numatyta duomeny paskirtj, kokybe (preciziskuma), duomeny kiekj ir jy analizés priemoniy buvima,
gali bati nuspresta (ir kartais tinkamai pagrista) stabdyti duomeny analiz¢ $ioje stadijoje ir tiesiog i§ akies nubréz-
toje kreivéje rasti pagrindinius skaicius ECs, ir EC,, (ir (arba) EC,,) (dar Zr. skirsnj apie skatinamuosius poveikius).
Pagristomis prieZastimis netaikyti statistinio metodo gali biiti:

— Duomenys netinka kompiuteriniais metodais gauti rezultatus, kurie biity patikimesni nei esksperty jvertini-
mu gauti rezultatai; tokiomis aplinkybémis kai kuriomis kompiuterinémis programomis netgi nepasiseka gau-
ti patikimo sprendinio (iteracijos gali nekonverguoti ir t. t.).

— Negalima tinkamai apdoroti skatinamo augimo atsaky, taikant turimas kompiuterines programas (Zr. toliau).

STATISTINES PROCEDUROS

Tikslas — gauti kiekybinj koncentracijos ir atsako santykj, taikant regresing analiz¢. Galima taikyti sverting tiesing
regresija, atlikus atsako duomeny tiesinamajj transformavima, pvz., | probito, logito arba Weibullo vienetus (9), bet
geresnés yra netiesines regresijos metody procediros, kurias taikant geriau apdorojami nei§vengiami duomeny ne-
tolygumai ir nukrypimai nuo glodzZiyjy skirstiniy. Artéjant i nulinj arba visiska inhibavima, tokie netolygumai dél
transformavimo gali padidéti ir trukdyti analizei (9). Reikéty pazyméti, kad tipiniai analizés metodai, taikant pro-
bito, logito arba Weibullo transformuotus dydzius, yra skirti dichotominiams (pvz., mirtingumas arba islikimas) duo-
menims ir turi biti modifikuojami, norint juos pritaikyti augimo arba biomasés duomenims. Specifinés EC, verciy
nustatymo pagal tolydziuosius duomenis procediiros yra pateiktos (10)(11) ir (12). Netiesinés regresijos taikymas
detaliau aprasytas 4 priedélyje.

Kiekvienam analizuojamam atsako kintamajam naudojamas koncentracijos ir atsako santykis EC, ver¢iy taskiniams
jver¢iams apskai¢iuoti. Kai jmanoma, turéty biiti nustatyti kiekvieno jvercio 95 % pasikliautinieji réziai. Atsako duo-
meny atitiktis regresijos modeliui turéty bt jvertinta grafiskai arba statistiskai. Regresiné analizé turéty biti atlie-
kama naudojant atskirus kartotiniy éminiy atsakus, bet ne apdoroty éminiy grupiy vidurkius. Taciau jei netiesing
kreive yra sunku arba nepavyksta pritaikyti dél per didelés duomeny sklaidos, problema galima apeiti, atliekant gru-
pés vidutiniy verciy regresija, kuri yra praktinis biidas sumazinti jtariamyjy rikty jtak. Sio varianto taikymas tu-
réty biti nurodytas bandymy ataskaitoje kaip nukrypimas nuo normalios procediiros, nes pritaikant kreive pagal
atskirus kartotinius éminius nebuvo gautas tinkamas rezultatas.

Be to, jei turimi regresijos modeliai (metodai) netinka duomenims, ECs, jverciai ir pasikliautinieji réziai gali bati
gauti taikant tiesinj interpoliavimg ir savaiminio gerinimo metodus (angly k. bootstrapping) (13).

Norint jvertinti LOEC, taigi ir NOEC, ir bandomosios medziagos poveikj augimo greiciui, yra batina palyginti ap-
doroty éminiy vidutines vertes, taikant dispersinés analizés (ANOVA) metodus. Tuomet kiekvienai koncentracijai
gautas vidurkis turi bati lyginamas su kontrolinio éminio vidurkiu, taikant atitinkama kartotiniy palyginimy arba
trendo kriterijaus metodg. Gali biiti naudingas Dunnetto arba Williamso kriterijus (14)(15)(16)(17)(18). Yra bitina
jvertinti, ar galioja ANOVA dispersijos vienalytiskumo prielaida. Sj jvertinima galima atlikti grafiskai arba taikant
formalyjj kriterijy (18). Tinkami kriterijai yra Levene arba Bartletto kriterijai. Neatitiktj prielaidai dél dispersijy vie-
nalytiskumo kartais galima pataisyti atliekant duomeny logaritminj transformavima. Jei dispersijos nevienalytisku-
mas yra labai didelis ir jo nejmanoma pataisyti transformavimo keliu, reikéty nagrinéti galimybe taikyti kitus
analizés metodus, pvz., Zingsnio mazinimo Jonkheere trendo kriterijus. Papildomus nurodymus dél NOEC nustaty-
mo galima rasti (12).

Atsizvelgiant | naujus mokslo pasiekimus rekomenduojama atsisakyti NOEC savokos ir ja pakeisti regresija pagris-
tais EC, taskiniais jverciais. Atitinkama $io dumbliy bandymo x verté néra nustatyta. Atrodo, kad tikty { 10-20 %
intervala patenkanti verté (pagal pasirinkta atsako kintamaji), ir pageidautina ataskaitoje pateikti abi EC,, ir EC,,
vertés.
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2.5.

2.6.

3.1.

AUGIMO SKATINIMAS

Mazoms koncentracijos vertéms kartais yra stebimas augimo skatinimas (neigiamas inhibavimas). Sio reigkinio prie-
Zastis gali bati hormeze (,toksinis skatinimas®) arba augimg skatinanciy priemoniy pridéjimas su bandomaja me-
dziaga | maziausig naudojamos terpés tirj. Atkreipiamas démesys j tai, kad neorganiniy mitybiniy medziagy
pridéjimas neturety daryti kokj nors tiesioginj poveiki, kadangi bandymo terpéje visg bandyma turéty bati uztik-
rintas mitybiniy medzZiagy perteklius. [ skatinimg mazomis dozémis paprastai galima nekreipti démesio apskai-
¢iuojant ECs, jei jis néra labai didelis. Taciau jei jis yra labai didelis arba reikia apskai¢iuoti maza x atitinkancia EC,
verte, gali tekti taikyti specialias procediiras. Jei jimanoma, reikéty vengti skatinamyjy atsaky pasalinimo i§ duome-
ny analizés, ir jei turima kreiviy pritaikymo programiné jranga negali leisti maZo skatinimo, galima taikyti tiesing
interpoliacijg ir savaiminio gerinimo metodg. Jei skatinimas labai didelis, galima nagrinéti hormezés taikymo klau-
simg (19).

NETOKSINIS AUGIMO INHIBAVIMAS

Sviesg sugeriancios bandomosios medziagos gali biiti augimo greitio mazéjimo priezastimi dél to, kad tamsinimas
mazina gaunamos Sviesos kiekj. Tokie fizikinio tipo reiSkiniai turéty biiti atskirti nuo toksiniy poveikiy, kei¢iant
bandymo salygas, ir ataskaitoje apie juos reikéty paskelbti atskirai. Rekomendacijas galima rasti (2) ir (3)..

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitg turi sudaryti $i informacija:

Bandomoji medziaga:

— fizikiné basena ir atitinkamos fizikocheminés savybés, jskaitant ribing tirpumo vandenyje koncentracija,
—  cheminio identifikavimo duomenys, jskaitant grynuma.

Bandymo rasys:

— Stamas, tiekéjas arba Saltinis ir naudotos auginimo salygos.

Bandymo salygos:

— bandymo pradzios data ir jo trukmé,

— bandymo schemos apraymas: bandymo indai, kultiiros tiiriai, biomasés tankis bandymo pradzioje,
— terpés sudétis,

— bandymo koncentracijos vertés ir kartotiniai éminiai (pvz., kartotiniy éminiy skaicius, bandymo koncentra-
cijos verciy skaicius ir taikyta geometriné progresija),

— bandymo tirpaly ruoimo aprasymas, jskaitant tirpikliy naudojima ir t. t.,
—  kultiiros auginimo aparattira,

— $viesos intensyvumas ir kokyb¢ (Saltinis, vienalytiskumas),

— temperatiira,

— bandytos koncentracijos vertés: vardinés bandymo koncentracijos vertés ir visi bandomosios medziagos nu-
statymo bandymo induose rezultatai. Ataskaitoje turéty bati nurodytas metodo atgavimo laipsnis ir kiekybi-
nio nustatymo riba esant bandymo matricai,

—  visi nukrypimai nuo $io bandymo metodo,



L 220/46

Europos Sajungos oficialusis leidinys 2009 8 24

biomasés nustatymo metodas ir duomenys apie matuojamo parametro ir sausos medziagos masés koreliacija.

Rezultatai:

visy apdoroty indy tirpaly pH vertés bandymo pradzioje ir pabaigoje,
kiekvienos kolbos biomasé kiekviename matavimo taske ir biomasés matavimo metodas,
augimo kreivés (biomasés kaip laiko funkcijos grafikas),

apskaiciuoti kiekvieno apdoroto kartotinio éminio atsako kintamieji, jy vidutinés vertés ir kartotiniy éminiy
variacijos koeficientas,

grafinis koncentracijos ir poveikio santykio pateikimas,

toksiskumo jverciai pagal atsako kintamuosius, pvz., ECs,, EC;,, EC, ir atitinkami pasikliautinieji intervalai.
Jei buvo apskaiciuotos, LOEC ir NOEC vertés ir jy nustatymo statistiniai metodai,

jei buvo taikytas dispersinés analizés metodas ANOVA, poveikio, kurj galima aptikti, dydis (pvz., maZiausiais
reik$minis skirtumas),

bet koks augimo skatinimas, nustatytas kuriam nors apdorojimo atvejui,
visi kiti stebéti reiskiniai, pvz., dumbliy morfologiniai poky¢iai,

rezultaty aptarimas, jskaitant nukrypimy nuo $io bandymo metodo jtaka bandymo rezultatams.
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Zalieji dumbliai

1 Priedélis

Patvirtinti bandymams tinkami $tamai

—  Pseudokirchneriella subcapitata, (anksc¢iau vadinti Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 2784, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (anks¢iau vadinti Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatoméjos

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cianobakterijos

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

—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Stamy 3altiniai

Rekomenduojamus $tamus galima gauti kaip vienos rasies dumbliy kultiirg i $iy rinkiniy (abécélés tvarka):

ATCC: American Type Culture Collection

10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa

Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory
Far Sawrey, Amblerside

Cumbria
LA22 OLP
UK

SAG: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

University of Gottingen
Nicholausberger Weg 18

D-3400 Gottingen

GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
Rekomenduojamy riiSiy iSvaizda ir charakteristikos
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

I$vaizda Lenktos, Ovalo formos, | Strypeliai Ovalo formos | Strypeliai

susuktos daugiausia lasteliy

atskiros atskiros grandinés

lastelés lastelés
Dydis (L x W) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6 x1
Lastelés tiiris (um’[lastelé) 40-60 () 60-80 () 40-50 (1) 30-40 () 2,5()
Sausy lgsteliy masé 2-3x 1078 3-4 x 10°% 3-4x 1078 1-2x 1078 2-3x107°
(mg/lastelé)
Augimo greitis (%) (para’l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') ISmatuotas elektroniniu daleliy skaitikliu.

(?) Apskaiciuotas pagal dydi.

(}) Dazniausiai buvo stebimas augimo OECD terpéje greitis, esant $viesos intensyvumui mazdaug 70 pE'm s ™' ir 21 °C.
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Konkrecios rekomendacijos dél siiillomy naudoti bandymo riisiy auginimo ir tvarkymo

Pseudokirchneriella subcapitata ir Desmodesmus subspicatus

Siuos 7aliuosius dumblius paprastai lengva prizitiréti jvairiose kultiiros terpése. Informacija apie tinkamas terpes galima gau-
ti i§ kultdiros rinkiniy tiekéjy. Lastelés paprastai yra pavienés ir jy tanki lengva matuoti elektroniniu daleliy skaitikliu arba
mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Pradinei kultairai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Ypac svarbu neleisti pasibaigti atnaujinamos atskiro éminio kultiiros
eksponentinio augimo tarpsniui, nes atgaivinti pasibaigus $iam tarpsniui biity sunku.

Anabaena flos-aquae sudaro lizdo formos lgsteliy grandiniy agregatus. Siy agregaty dydis gali keistis atsizvelgiant j auginimo
salygas. Siuos agregatus gali tekti suardyti, kai biomasei nustatyti skai¢iuojama mikroskopu arba elektroniniu daleliy
skaitikliu.

Grandinéms suardyti ir dumbliy skaiciaus kintamumui sumazinti dalinius éminius galima apdoroti ultragarsu. Lastelés gali
bati sunaikintos, jei jos apdorojamos ultragarsu ilgiau nei reikia grandinéms sutrumpinti. Kiekvieno apdorojimo ultragarsu
intensyvumas ir trukmé turi bati vienodi.

Skai¢iuojamas pakankamas skaicius hemocitometro lauky (bent 400 Iasteliy) kintamumui sumazinti. Dél to pageréty tankio
mikroskopinio nustatymo patikimumas.

Suminiam Anabaena lasteliy tiriui nustatyti galima naudoti elektroninj daleliy skaitiklj, lasteliy grandines sutrumpinus at-
sargiai apdorojant ultragarsu. Lasteliy irimui iSvengti apdorojimo ultragarsu energija turi biti reguliuojama.

Siekiant uZztikrinti, kad bandymo indams apséti naudojama dumbliy suspensija biity gerai sumaisyta ir vienalyté, naudoja-
mas stikurinis maiSytuvas arba panasus tinkamas badas.

Bandymo indai statomi ant sukamojo arba slankiojamojo tipo purtyklés stalo ir maiSomi 150 apsisukimy per minute grei-
¢iu. Dar galima naudoti periodiskai nutraukiamg maiSyma, kuris sumazinty Anabaena polinkj sudaryti gniuzulus. Jei gniu-
zulai susidaro, batina imtis priemoniy gauti tipinius biomasei matuoti skirtus éminius. Gali tekti stipriai maiSyti pries éminiy
émimg, norint suardyti dumbliy gniuzulus.

Synechococcus leopoliensis

Pradinei kultiirai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Informacija apie tinkamas terpes galima gauti i§ kultiros rinkiniy
tiekéjy.

Synechococcus leopoliensis auga kaip pavienés strypelio formos Igstelés. Lastelés yra labai mazos, todél biomasés matavimams
yra sunkiau naudoti skai¢iavima mikroskopu. Tinka elektroniniai daleliy skaitikliai su jranga mazesnéms kaip mazdaug 1 pm
dydzio daleléms skaiciuoti. Be to, tinka in vitro fluorimetriniai matavimai.

Navicula pelliculosa

Pradinei kultiirai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Informacija apie tinkamas terpes galima gauti i§ kulttiros rinkiniy tie-
kéjy. Atkreipiamas démesys j tai, kad terpéje turi bati silikato.

Tam tikromis auginimo salygomis Navicula pelliculosa gali sudaryti agregatus. Dél lipidy susidarymo dumbliy lastelés kartais
gali kauptis pavirSiaus pléveléje. Norint tokiomis aplinkybémis gauti tipinius éminius, biitina imtis specialiy priemoniy, kai
daliniai éminiai imami biomasei nustatyti. Gali bati reikalingas stiprus mai$ymas, pvz., sikuriniu maiSytuvu.
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2 priedélis

Auginimo terpés

Galima naudoti vieng i§ $iy dviejy auginimo terpiy:

OECD terpé: originali OECD TG 201 terpé, be to, naudojama pagal ISO 8692

JAV AAA AAP terpé, be to, naudojama pagal ASTM.

Sioms terpéms ruosti turi biiti naudojamos analiziskai grynos cheminés medziagos ir dejonizuotas vanduo.

AAP terpés (JAV AAA) ir OECD TG 201 terpé

Komponentas EPA OECD

mg/l mmol mg/l mmol
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCl,6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl,-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CuCl,.2(H,0) 0,000012 | 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

() EDTA ir gelezies molinis santykis vos virsija vienetg. Tai apsaugo nuo gelezies jony nusodinimo, bet tuo
paciu kiek jmanoma sumazinamas sunkiyjy metaly chelatinimas.

Atliekant bandyma su diatoméjomis Navicula pelliculosa, i abi terpes turi bati papildomai jdéta Na,SiO;'9H,0 1,4 mg Si/l
koncentracijai gauti.

Terpés pH verté gaunama, nusistovéjus pusiausvyrai tarp karbonatinés sistemos ir atmosferos oro CO, dalinio slégio. pH ir
molinés hidrokarbonato koncentracijos santyki, esant 25 °C, apytikriai galima iSreiksti taip:

pHeq = 11,30 + log [HCO,]

Esant 15 mg NaHCO/l, pH,, = 7,5 JAV AAA terpé) ir esant 50 mg NaHCOs/l, pH,, = 8,1 (OECD terpé).

eq:
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Bandymo terpés elementiné sudétis

Elementas EPA OECD

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

OECD terpés ruosimas

Mitybiné medziaga Pradinio tirpalo koncentracija
1 pradinis tirpalas: mitybiniai
makroelementai
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 ¢l
CaCl,2H,0 1,8 gl
MgSO,-7H,0 1,5gl?
KH,PO, 0,16 g™
2 pradinis tirpalas: gelezies
FeCl,-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
3 pradinis tirpalas: mikroelementai
H,BO, 185 mg 1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(Cl, 3 mgl™!
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo00,2H,0 7 mgl™!
4 pradinis tirpalas: hidrokarbonatas
NaHCO, 50 g1
Na,Si05-9H,0

[ 500 ml sterilizuoto vandens jpilama:
10 ml 1 pradinio tirpalo

1 ml 2 pradinio tirpalo

1 ml 3 pradinio tirpalo

1 ml 4 pradinio tirpalo

Pradiniai tirpalai sterilizuojami filtravimu per membrana (vidutinis akuciy skersmuo 0,2 pm) arba apdorojami autoklave
(120 °C, 15 min). Tirpalai laikomi tamsoje, esant 4 °C.

Negalima apdoroti autoklave 2 ir 4 pradiniy tirpaly, jie sterilizuojami filtravimu per membrang.

Auginimo terpé ruosiama i vandenj jpilant atitinkama 1-4 pradiniy tirpaly tarj:
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Sterilizuotu vandeniu skiedZiama iki 1 000 ml.

Tirpalai paliekami pakankama laika stoveti, kad nusistovéty terpés ir atmosferos CO, pusiausvyra, prireikus kelias valandas
barbotuojant sterily filtruota ora.

AAP terpés ruoSimas

Al.l. 1 mlkiekvieno A1.2.1-A1.2.7 pradinio tirpalo jpilama j mazdaug 900 ml dejonizuoto arba distiliuoto vandens ir
skiedziama iki 1 litro.

A1.2.  Mitybiniy makroelementy pradiniai tirpalai ruosiami tirpinant $iuos medziagy kiekius 500 ml dejonizuoto arba dis-
tiliuoto vandens. A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 ir A1.2.4 reagentai gali buti sujungti i viena pradinj tirpalaruosiami tirpi-
nant Siuos medziagy kiekius 500 ml dejonizuoto arba distiliuvoto vandens. A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 ir A1.2.4
reagentai gali baiti sujungti | vieng pradinj tirpala.

Al1.2.1. NaNO;-12,750 g.

A1.2.2. MgCL,-6H,0 —6,082 g.

A1.2.3. CaCl,;2H,0 -2,205 g.

A1.2.4. Mitybiniy makroelementy pradiniai tirpalai — (zr. A1.3).
A1.2.5. MgSO,7H,0 -7,350 g.

A1.2.6. K,HPO, -0,522 g.

A1.2.7. NaHCO;-7,500 g.

A1.2.8. Na,SiO;-9H,0 — zr. Al.1 pastaba.

A1.1 pastaba — Naudojamas tik tokiu atveju, kai bandymo risis yra diatoméjos. Gali bti jdétas tiesiogiai (202,4 mg)
arba kaip pradinis tirpalas, kad galutiné terpés koncentracija biity 20 mg|/1 Si.

Al.3.  Mitybiniy mikroelementy pradinis tirpalas ruoiamas 500 ml dejonizuoto arba distiliuoto vandens tirpinant:
A1.3.1. H,BO, -92,760 mg.
A1.3.2. MnCl,4H,0 -207,690 mg.
A1.3.3. Zn(Cl,-1,635 mg.
Al.3.4. FeCl;:6H,0 -79,880 mg.
A1.3.5. CoCl,-6H,0 0,714 mg.
A1.3.6. Na,MoO,,-2H,0 3,630 mg.
A1.3.7. CuCl,2H,0 —0,006 mg.
A1.3.8. Na,EDTA-2H,0 -150,000 mg.
[dinatrio(etilendinitrilo)tetraacetatas].
A1.3.9. Na,SeO,5H,0 -0,005 mg Zr A1.2. pastabg.
A1.2 pastaba — Naudojamas tik diatoméjy risiy pradiniy kultiiry terpei.
Al.4. pHvertée 7,5 + 0,1 nustatoma 0,1 N arba 1,0 N NaOH arba HCl.

Al.5.  Terpés filtruojamos j sterily inda per 0,22 um membraninj filtra, jei bty naudojamas daleliy skaitiklis, arba 0,45 pm
filtra, jei daleliy skaitiklis nebaity naudojamas.

Al.6. Nenaudojama terp¢ laikoma tamsoje, mazdaug 4 °C temperatiroje.
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3 priedélis

Dumbliy auginimo procediiros pavyzdys

Bendrosios pastabos
Kultiiros auginimo pagal ig procediirg tikslas — gauti dumbliy kultiiras toksiskumo bandymams.

Siekiant uztikrinti dumbliy kultdry apsauga nuo uzkrétimo bakterijomis, turi bati taikomi tinkami metodai. Pageidautina
naudoti akseniskas kultdiras, taciau turi bati gautos ir naudojamos vienalas¢iy dumbliy kultdros.

Visi veiksmai turi bati atlickami steriliomis saglygomis, kad biity ivengta uzkrétimo bakterijomis ir kitais dumbliais.

Iranga ir medziagos

Zr. bandymo metodo skyriaus aparatiiros apragyma.

Dumbliy kultiiry gavimo procediiros

Mitybiniy medZiagy tirpaly (terpiy) ruosimas:

Visos terpés mitybiniy medziagy druskos ruosiamos kaip koncentruoti pradiniai tirpalai, kurie laikomi tamsoje ir 3altai. Sie
tirpalai sterilizuojami filtravimu arba apdorojant autoklave.

Terpé ruosiama i sterily distiliuota vandenj jpilant tiksly pradinio tirpalo kiekj, imantis priemoniy apsaugoti ja nuo uzkré-
timo. Ruosiant kietaja terpe jdedama 0,8 procento agaro.

Pradiné kultiira:

Pradinés kult@iros yra mazos dumbliy kultdros, kurios reguliariai pernesamos i SvieZig terpe kaip pradiné bandymy medzia-
ga. Jei kultiiros reguliariai nenaudojamos, jos séjamos ant guls¢iojo agaro mégintuvéliuose. Sios kultiiros pernesamos j $vie-
7ig terpg bent kartg per du ménesius.

Pradinés kult@iros auginamos kiiginése kolbose su atitinkama terpe (tiiris apie 100 ml). Kai dumbliai inkubuojami 20 °C tem-
peratiiroje nuolatinio ap$vietimo sglygomis, pernesti reikia kas savaite.

] kolba su $viezia terpe sterilia pipete perneSamas toks ,senos” kultiiros kiekis, kad pradiné greitai auganciy rasiy koncent-
racija blity mazdaug 100 karty mazesné nei senos kultiros.

Rasies augimo greitis gali bliti nustatytas i§ augimo kreivés. Jei greitis Zinomas, galima jvertinti, koks turi bati | nauja terpe
pernesamos kultiiros tankis. Tai turi baiti daroma anks¢iau kaip kultiira pasiekia Zaties tarpsni.

IS anksto paruosta kultiira

I§ anksto paruosta kultiira skirta gauti dumbliy kieki, reikalingg bandymo kultiroms séti. I§ anksto paruosta kultiira inku-
buojama bandymo sglygomis ir naudojama tuomet, kai dar auga eksponentiskai, paprastai mazdaug po 2-4 inkubavimo
pary. Kai dumbliy kultiiroje yra deformuoty arba nenormaliy lasteliy, jos turi biiti pasalintos.
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4 Priedélis

Duomeny analizé taikant netiesing regresija

Bendrieji klausimai

Dumbliy ir kity mikroby augimo bandymy atsakas — biomasés augimas yra i§ prigimties tolydusis arba metrinis kintamasis:
proceso greitis, jei naudojamas augimo greitis, ir jo integralas pagal laikg, kintamuoju pasirinkus biomasg¢. Abu dydziai ly-
ginami su atitinkamu neveikiamy kartotiniy kontroliniy éminiy vidutiniu atsaku, kuris yra didZiausias atsakas taikomomis
salygomis, kai dumbliy bandymo pagrindiniai lemiami veiksniai yra $viesa ir temperatiira. Sistema yra paskirstytoji arba vie-
nalyte ir | biomas¢ galima Zitréti kaip i iStisinj parametrg, neatsizvelgiant j atskiras lasteles. Tokios sistemos $io tipo atsako
dispersijos pasiskirstymas (paprastai apraSomas lognormaliuoju arba normaliuoju paklaidy skirstiniu) susij¢s vien tik su ban-
dymo veiksniais. Jis yra prieSingas tipiniams dichotominiy duomeny biologinio bandymo atsakams, kuriems daznai daroma
prielaida, kad vyraujantis dispersijos komponentas yra atskiry organizmy atsparumas (paprastai binominio skirstinio). Siuo
atveju kontroliniy éminiy atsakai yra nulis arba fono lygis.

Esant paprastai situacijai, normalizuotas arba santykinis atsakas r monotoniskai mazéja nuo 1 (nulinis inhibavimas) iki 0
(visiskas (100 %) inhibavimas). Atkreipiamas démesys i tai, kad visi atsakai turi asocijuotaja paklaid ir kad gali biti apskai-
Ciuotas tariamas neigiamas inhibavimas, kaip vien tik atsitiktinés paklaidos rezultatas.

Regresiné analizé

Modeliai

Regresinés analizés tikslas — koncentracijos ir atsako santykio kreive kiekybiskai aprasyti kaip matemating regresijos funk-
cija Y = f (C) arba dazniau F (Z), kai Z = log C. Naudojant atvirksting funkcija C = f' (Y), galima apskaiciuoti EC, vertes,
jskaitant ECs,, EC, ir EC,, bei ju 95 % pasikliautinuosius rézius. Pasirod¢, kad kelios paprastos matematiniy funkcijy for-
mos tinka sekmingai aprasyti koncentracijos ir atsako santykius, gaunamus atlickant dumbliy augimo inhibavimo bandy-
mus. Tokios funkcijos biity, pvz., logistiné lygtis, nesimetriné Weibulo lygtis ir lognormaliojo skirstinio funkcija, kurios visos
yra sigmoidés, asimptotiskai artéjancios prie vieneto, kai C — 0, ir prie nulio, kai C — begalybe.

Neseniai buvo pasidlyta vietoj asimptotiniy modeliy taikyti tolydZiosios ribinés funkcijos modelius (pvz., Koymano ,popu-
liacijos augimo inhibavimo* modelj, Kooijman et al. 1996). Pagal §j modelj daroma prielaida, kad poveikio néra, kai kon-
centracija yra mazesné nei tam tikra ribiné verté ECO+, kuri jvertinama ekstrapoliuojant atsako ir koncentracijos santykj iki
susikirtimo su koncentracijos verciy asimi, kai santykiui iSreiksti naudojama paprasta tolydzioji funkcija, nediferencijuo-
jama pradzios taske.

Atkreipiamas démesys j tai, kad jei kompensuojamas dispersijos nevienalytisSkumas, analizé gali bati tiesiog liekamuyjy kvad-
raty (darant prielaida apie pastovia dispersija) arba svertiniy maziausiy kvadraty sumos minimizavimas.

Procediira

Procediirg galima bendrais bruozais apibaidinti taip: pasirenkama atitinkama funkciné lygtis Y = f (C) ir pritaikoma duome-
nims, taikant netiesing regresijg. Pageidautina naudoti kiekvienos atskiros kolbos matavimy duomenis, bet ne vidutines kar-
totiniy éminiy vertes, i§ duomeny siekiant gauti kiek jmanoma daugiau informacijos. Taciau, kita vertus, jei dispersija yra
didel¢, praktinis patyrimas rodo, kad kartotiniy éminiy vidutinés vertés gali uztikrinti tvirtesnj matematinj jvertinima, ma-
ziau paveikta duomeny sistemingyjy paklaidy, palyginti su tuo atveju, kai imamas kiekvienas paliktas atskiras duomeny
taskas.

Pazymimi duomeny taskai, bréziama pritaikyta kreivé ir tiriama, ar parinkta kreivé tinka. Siam tikslui gali biiti ypa¢ nau-
dinga liekany analize. Jei pasirinktoji koncentracijos ir atsako pritaikymo funkcija tinka ne visai kreivei arba kuriai nors jos
esminei daliai aprasyti, pvz., atsako duobei esant mazoms koncentracijos vertéms, vietoj simetrinés pasirenkama kita pri-
taikoma kreivé, pvz., nesimetriné Weibulo funkcijos kreivé. Neigiamas inhibavimas gali kelti problemy, pvz., naudojant log-
normaligja pasiskirstymo funkcija, kai irgi reikes taikyti kitg regresijos funkcijg. Tokiy neigiamy ver¢iy nerekomenduojama
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prilyginti nuliui arba priskirti joms kita maza teigiama verte, nes taip buty iSkreiptas paklaidy pasiskirstymas. Galbat tikty
pritaikyti kreive atskirai kreiviy dalims, pvz., mazo inhibavimo daliai, norint jvertinti EC,,, , skaicius. Pagal pritaikyta lygt
apskaiciuojami (taikant ,atvirkstinj jvertinimg“ C = f* (Y) biidingyjy tasky jverciai EC,, ir ataskaitoje pateikiamas bent ECs,
jvertis ir vienas i§ dviejy EC,, , jverciy. Praktiniy bandymy patyrimas parod¢, kad dumbliy bandymo preciziskumas pa-
prastai leidZia gana tiksliai jvertinti 10 % atitinkantj inhibavimo lygi, jei yra pakankamas duomeny tasky skaicius, isskyrus
kai esant mazoms koncentracijos vertéms trukdantis veiksnys yra augimo skatinimas. EC,, jvercio preciziskumas daznai yra
gerokai geresnis palyginti su EC,, nes EC,, paprastai yra apytikriai tiesiojoje vidurinés koncentracijos atsako kreives dalyje.
Kartais EC,, yra sunku interpretuoti deél augimo skatinimo. Taigi, nors EC,, paprastai galima gauti pakankamu tikslumu,
ataskaitoje visuomet rekomenduojama pateikti EC,,.

Svertiniai koeficientai

Bandymy dispersija apskritai yra nepastovi ir jos dalj paprastai sudaro proporcingasis komponentas, taigi kaip jprasta sék-
mingai atlickama svertiné regresija. Tokiai analizei naudojami svertiniai koeficientai paprastai laikomi atvirk$ciai propor-
cingais dispersijai:

W, = 1/Var(r;)

Daug regresijos programy leidZia pasirinkti svertinés regresijos analizg, svertinius koeficientus pateikiant lenteléje. Baity pa-
togu svertinius koeficientus normalizuoti, dauginant juos i§ n/S w, (n yra duomeny tasky skaicius), taigi jy suma yra lygi
vienetui.

Atsaky normalizavimas

Normalizavimas pagal vidutinj kontrolinio éminio atsakg sukelia kai kuriy metodiniy problemy ir gaunama gana sudétin-
gos strukttiros dispersijg. Dalinant atsakus i§ vidutinio kontrolinio éminio atsako inhibavimo procentinei vertei gauti, atsi-
randa papildoma vidutinio kontrolinio éminio atsako paklaida. I§skyrus kai §i paklaida yra labai maza, turi biti daroma
regresijos svertiniy koeficienty ir pasikliautinyjy réziy kontrolinio éminio kovariacijos pataisa (17). Atkreipiamas démesys |
tai, kad yra labai svarbus vidutinio kontrolinio éminio atsako jvercio preciziskumas, kad biity kiek jmanoma sumazinta san-
tykinio atsako suminé dispersija. Si dispersija atrodo taip:

apatinis indeksas i rodo koncentracija i, indeksas 0 atitinka kontrolinius éminius

Y, = santykinis atsakas = r;/ry = 1 =1 = { (C),

kurio dispersija:

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

ir kadangi

@Yy 0r)=1[rgir @Y;[0r,) =131, %

esant normaliam duomeny skirstiniui ir m; bei m,, yra kartotiniai éminiai:

Var(r) = 6*|m,

taigi suminé santykinio atsako dispersija Y; tampa:

Var(Y) = 0*/(ry* my) + 1,6°[ry* m,

Kontrolinio éminio vidurkio paklaida yra atvirks¢iai proporcinga suvidurkintai kvadratinei $akniai i§ kontroliniy kartotiniy
éminiy skaiciaus, ir kartais pasiteisina jtraukti sukauptus duomenis ir $iuo biidu labai sumazinti paklaida. Pagal kita proce-
diirg nereikia normalizuoti duomeny ir pritaikyti absoliucius atsakus, jskaitant kontroliniy éminiy atsaky duomenis, bet imti
kontroliniy éminiy atsako verte kaip papildoma parametra, kurj reikia pritaikyti netiesinés regresijos metodu. Jei paprastai
taikoma 2 parametry regresijos lygtis, taikant §j metoda reikia pritaikyti pagal 3 parametrus, todél reikia daugiau duomeny
tasky, nei taikant netiesing regresija duomenims, kurie yra normalizuojami naudojant i§ anksto nustatyta kontroliniy émi-
niy atsakg.
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Atvirkstiniai pasikliautinieji intervalai

Netiesinés regresijos pasikliautinyjy intervaly apskaiciavimas taikant atvirkstinj jvertinima yra gana sudétingas ir paprastuo-
se statistiniy kompiuteriniy programy rinkiniuose jo néra kaip tipinés pasirinkties. Apytikrius pasikliautinuosius intervalus
galima gauti, taikant tipines netiesinés regresijos programas ir parametry pakeitimg (Bruce ir Versteeg, 1992), kurj sudaro
matematines lygties perradymas pagal reikiamus tasky jvercius, pvz., EC,, ir ECs, kaip parametrus, kuriuos reikia jvertinti.
(Tegul bus funkcija I = f (a, p, koncentracija) ir naudojami apibréziamieji santykiai f (a, p, EC;,) = 0,1 bei f (a, p, EC5) = 0,5
funkcijai f (a, B, koncentracija) pakeisti lygiaverte funkcija g (EC,,, ECs,, koncentracija).

Labiau tiesioginis apskaic¢iavimas (Andersen et al, 1998) atliekamas nekeiciant pradinés lygties ir taikant Tayloro eilutés sklei-
dinj apie r; ir r,, vidurkius.

Neseniai populiariais tapo savaiminio gerinimo (boot strap) metodai. Empiriniam dispersijos skirstiniui jvertinti taikant to-
kius metodus, naudojami iSmatuoti duomenys ir atsitiktiniy skaiiy generatoriaus valdomas daznas kartotinis éminiy
émimas.
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V PRIEDAS

C.25. AEROBINE MINERALIZACIJA PAVIRSINIAME VANDENYJE. BIOLOGINIO SKAIDYMO BANDYMO

1.1.

1.2.

MODELIAVIMAS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 309 (2004) (1).

JVADAS

Sio bandymo tikslas — i¥matuoti mazos koncentracijos bandomosios med#iagos biologinio skaidymo eigg aerobi-
niame gamtiniame vandenyje ir kiekybiskai jvertinti stebéjimus greicio kinetiniy lygciy pavidalu. Sis modeliavimo
bandymas yra laboratorinis atskiry éminiy kratomos kolbos bandymas organiniy medziagy aerobinio biologinio
skaidymo gamtinio pavir$inio vandens (gélo, siiroko arba jiros) éminiuose grei¢iui nustatyti. Jis yra pagristas
ISO/DIS 14592-1 (2), be to, i ji yra jtraukti C.23 ir C.24 bandymo metody (3)(4) elementai. Siekiant i§vengti ban-
dymo mikrokosmo savybiy blogéjimo, kai bandymy trukmé yra didelé, atskiry éminiy bandyma galima pakeisti
pusiau nepertraukiamu procesu. Pagrindinis modeliavimo bandymo tikslas — nustatyti bandomosios medziagos mi-
neralizacija pavirsiniame vandenyje, ir mineralizacija sudaro skaidymo kinetikos iSraiskos pagrinda. Taciau papil-
domas antrinis bandymo tikslas — gauti duomeny apie pirminj skaidyma ir pagrindiniy virsmo produkty
susidaryma. Virsmo produkty identifikavimas ir, jei jmanoma, jy koncentracijos kiekybinis jvertinimas yra ypac
svarbus labai létai mineralizuojamoms medziagoms (pvz., kuriy visos liekamosios '*C puséjimo trukmé virsija
60 pary). Dél analiziniy apribojimy pagrindiniams virsmo produktams identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti papras-
tai turéty biti naudojama didesné bandomosios medziagos koncentracija (pvz., > 100 pg/l).

Sio bandymo salygomis maza koncentracija yra tokia gana maza koncentracija (pvz., mazesné kaip 1 pgfl —
100 pg/l), kuri galéty uZztikrinti, kad gauta biologinio skaidymo kinetika atitinka aplinkoje laukiama kinetikg. Ma-
zos koncentracijos bandomoji medziaga bus kaip antrinis substratas palyginti su visa biologiskai skaidomos ang-
lies substraty, esanciy bandymo gamtiniame vandenyje, mase. Taigi tikétina, kad biologinio skaidymo kinetika yra
pirmojo laipsnio (,ne augimo* kinetika) ir kad bandomoji medziaga gali bati skaidoma ,kometabolizmo* biidu. Pir-
mojo laipsnio kinetika reiskia, kad skaidymo greitis (mg/l/para) yra proporcingas per laikg mazéjanciai substrato
koncentracijai. Esant tikrajai pirmo laipsnio kinetikai, savitoji skaidymo greicio konstanta, k, néra laiko ir kon-
centracijos funkcija. T. y. k mazai kinta bandymo laikotarpiu ir nekinta dél koncentracijos padidinimo tarp ban-
dymy. Pagal apibrézti, savitoji skaidymo greicio konstanta yra lygi santykiniam koncentracijos poky¢iui per laika:
k = (1/C) - (dC/dt). Nors nustatytomis salygomis paprastai laukiama pirmojo laipsnio kinetikos, gali bati tam tikry
aplinkybiy, kai labiau tikty kito tipo kinetika. Nukrypimus nuo pirmojo laipsnio kinetikos galima stebéti, kai bio-
loginio virsmo greitj riboja ne reakcijos greitis, bet masés pernesimo reiskiniai, pvz., difuzijos greitis. Taciau duo-
menis beveik visuomet galima aprasyti pseudopirmojo laipsnio kinetika, darant prielaidg apie greicio konstantos
priklausomybe nuo koncentracijos.

Informacija apie bandomosios medziagos biologinj skaiduma esant didesnei koncentracijai (pvz., tipiniy atrankos
bandymy) ir informacija apie abiotinj skaidumg, virsmo produktus ir atitinkamas fizikochemines savybes turéty
biiti gauta prie§ bandyma, kad ji galéty padéti parengti bandymo plana ir interpretuoti rezultatus. '*C zZyméty ban-
domuyjy medziagy naudojimas ir '*C fazinio pasiskirstymo bandymo pabaigoje nustatymas sudaro salygas visis-
kam biologiniam skaidumui nustatyti. Kai naudojama nezyméta bandomoji medziaga, visiska biologinj skaidyma
galima tik jvertinti, jei bandomos didesnés koncentracijos vertés ir yra Zinomi visi pagrindiniai virsmo produktai.

APIBREZTYS

Pirminis biologinis skaidymas. Mikroorganizmais veikiamos cheminés medziagos struktiiros pokytis (virsmas),
jai netenkant cheminés tapatybés.

Funkcinis biologinis skaidymas. Mikroorganizmais veikiamos cheminés medziagos struktiiros pokytis (virsmas),
jai netenkant bidingos savybeés.

VisiSkas aerobinis biologinis skaidymas. Mikroorganizmais veikiamos cheminés medziagos skaidymas esant de-
guoniui j anglies dioksida, vandenj ir | visy kity ja sudaranciy elementy neorganines druskas (mineralizacija) ir nau-
jos biomases bei organinés mikrobinés biosintezés produkty gamyba.



L 220/58

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

2009 8 24

1.3.

Mineralizacija. Mikroorganizmais veikiamos cheminés medziagos arba organinés medziagos skaidymas esant de-
guoniui | anglies dioksida, vandenj ir  visy kity ja sudaranciy elementy neorganines druskas.

Vélavimo tarpsnis. Laikas nuo bandymo pradzios iki skaidomyjy mikroorganizmy adaptacijos momento ir che-
minés medziagos arba organinés medziagos biologinio skaidymo laipsnio padidéjimo iki nustatomo lygio (pvz.,
10 % didziausio teorinio biologinio skaidymo arba maziau, atsizvelgiant { matavimo metodo tiksluma).

DidZiausias biologinio skaidymo laipsnis. Cheminés medziagos arba organinés medziagos biologinio skaidy-
mo laipsnis procentais, kurj pasiekus biologinis skaidymas toliau bandant nebevyksta.

Pirminis substratas. Gamtiniy anglies ir energijos Saltiniy rinkinys, kuris uztikrina mikrobinés biomasés augima
ir gyvavima.

Antrinis substratas. Tokios mazos koncentracijos substrato komponentas, dél kurio skaidymo tik nezymiai pa-
didéja veikliyjy mikroorganizmy anglies ir energijos istekliai, palyginti su anglies ir energijos istekliais, kuriuos tie-
kia pagrindiniai substrato komponentai (pirminiai substratai).

Skaidymo grei¢io konstanta. Pirmojo arba pseudopirmojo laipsnio kinetikos greicio konstanta, k (d*), kuri rodo
skaidymo procesy greitj. Atliekant siuntos bandyma, k apskai¢iuojama pagal prading skaidymo kreivés, gautos pa-
sibaigus vélavimo tarpsniui, dalj.

Puséjimo trukmé, t,, (d). Terminas, vartojamas pirmojo laipsnio reakcijos greiciui apibtidinti. Tai laikas, per kurj
koncentracija sumazéja 2 kartus. Puséjimo trukmé ir skaidymo greicio konstanta yra susietos lygtimi t,, = In2/k.

Skaidymo puséjimo trukmé. DT, (d). Terminas, vartojamas kiekybiskai jvertinti biologinio skaidymo bandy-
mg. Tai laikas, jskaitant vélavimo tarpsnj, per kurj pasickiamas 50 % biologinis skaidymas.

Aptikimo riba (LOD) ir kiekybinio nustatymo riba (LOQ). Aptikimo riba (LOD) — medziagos koncentracija,
kai jai esant maZesnei negalima atskirti medziagos tapatybés pozymiy ir analiziniy trukdziy. Kiekybinio nustaty-
mo riba (LOQ) — medziagos koncentracija, kai koncentracijai esant mazesnei ji negali biiti nustatyta priimtinu
tikslumu.

IStirpusi organiné anglis (DOC). Ta vandens éminio organinés anglies dalis, kuri negali bati pasalinta faziy ats-
kyrimu, pvz., 15 min trukmés centrifugavimu esant 40 000 ms2 pagreiciui arba membraniniu filtravimu, naudo-
jant membranas, kuriy poros yra 0,2 pm — 0,45 pm skersmens.

Suminis organinés '*C aktyvumas (TOA). Suminis '*C aktyvumas, atitinkantis organing anglj.
IStirpusios organinés '*C aktyvumas (DOA). Suminis '*C aktyvumas, atitinkantis iStirpusia organing angli.

Kietyjy daleliy organinés '*C aktyvumas (POA). Suminis '*C aktyvumas, atitinkantis kietyjy daleliy organing
angli.

BANDYMO TAIKOMUMAS

Sis modeliavimo bandymas skirtas nelakioms arba mazai lakioms organinéms medziagoms, bandomoms esant ma-
7ai koncentracijai. Jei naudoti atmosferai atviras kolbas (pvz., uzkimstas vata), medziagos, kuriy Henrio désnio kon-
stanta yra mazesné nei mazdaug 1 Pa-m?®/mol (apie 10~ atm-m?/mol), praktiskai gali biiti priskirtos nelakioms.
Naudojant uzdarytas kolbas su laisvaja erdve, galima bandyti mazai lakias medziagas (kuriy Henrio désnio kon-
stantos < 100 Pa-m?/mol arba < 107> atm-m?/mol), nepatiriant bandymo sistemos nuostoliy. Gali biiti '*C zymé-
ty medZiagy nuostoliai, jei nebiity imamasi tinkamy atsargumo priemoniy $alinant CO,. Tokiais atvejais gali tekti
gaudyti CO, naudojant vidinj §arminj absorbenta arba naudoti iSoring CO, absorbento sistemg (tiesioginis '*CO,
nustatymas; zr. 3 pried). Biologinio skaidymo kinetikai nustatyti bandomosios medziagos koncentracijos vertés
turi bati mazesnés nei tirpumo vandenyje vertés. Taciau reikéty pazymeéti, literatiiroje pateikiamos tirpumo van-
denyje vertés gali buti gerokai didesnés nei bandomosios medziagos tirpumas gamtiniuose vandenyse. Ypac mazai
vandenyje tirpiy bandomyjy medziagy tirpumas gali baiti nustatytas naudojant bandomus gamtinius vandenis.

Metodas gali bati taikomas norint modeliuoti biologinj skaidyma stambiy daleliy neturin¢iame pavirSiniame van-
denyje (pelaginis bandymas) arba drumstame pavirSiniame vandenyje, pvz., kuris gali bati arti vandens ir nuosédy
salycio pavirsiaus (suspenduoty nuosédy bandymas).
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BANDYMO METODO ESME

Atliekamas atskiry éminiy bandymas, inkubuojant bandomaja medziaga tik su pavirsiniu vandeniu (pelaginis ban-
dymas) arba su pavirsiniu vandeniu, j kurj pridéta 0,01-1 g/l sausos masés suspenduoty kietyjy daleliy (nuosédy)
(suspenduoty nuosédy bandymas) vandens telkiniui su suspenduotomis kietosiomis dalelémis arba su suspenduo-
tomis nuosédomis modeliuoti. Apating $io intervalo dalj atitinkanti suspenduoty kiety daleliy (nuosédy) koncent-
racija yra tipiné didesnés dalies pavirsiniy vandeny koncentracija. Bandymo kolbos inkubuojamos tamsoje esant
aplinkos temperatirai, aerobinémis ir mai§ymo salygomis. Skaidymo kinetikai nustatyti turéty biti naudojamos
bent dvi skirtingos bandomosios medziagos koncentracijos vertés. Koncentracijos vertés turi skirtis 5-10 karty ir
turi atitikti tikétina koncentracijos aplinkoje intervala. DidZiausia bandomosios medZziagos koncentracija turéty bati
ne didesné kaip 100 pg/l, bet sickiant uZztikrinti, kad biologinis skaidymas atitikty pirmojo laipsnio kinetikg, pa-
geidautina didziausia bandymo koncentracija yra 10 pg/l arba mazesné. Maziausia koncentracija neturéty biti di-
desné kaip 10 pg/l, bet pageidautina 1-2 pg/l arba mazesné kaip 1 pg/l bandymo koncentracija. Pakankamai tiksli
analizé esant tokioms mazoms koncentracijos vertéms daZniausiai gali biiti pasiekta naudojant komercines '*C zy-
métas medziagas. Dél analiziniy apribojimy daZnai nejmanoma imatuoti bandomosios medziagos koncentracija
reikiamu tikslumu, jei pridedamos bandomosios medziagos koncentracija < 100 pg/l (Zr. 1.7.2 skirsnio antraja pa-
straipg). Pagrindiniams virsmo produktams identifikuoti galima naudoti didesnes bandomosios medziagos kon-
centracijos vertes (> 100 pg/l ir kartais > 1 mg]l), jei néra specifinio maza aptikimo ribg turincio analizés metodo.
Jei bandant naudojama didesné bandomosios medziagos koncentracija, rezultaty gali bati nejmanoma panaudoti
pirmojo laipsnio skaidymo konstantai ir pus¢jimo trukmei jvertinti, kadangi skaidymas gali neatitikti pirmojo laips-
nio kinetikos.

Skaidymas stebimas atitinkamais laiko intervalais, matuojant liekamaja '*C arba liekamaja bandomosios med#ia-
gos koncentracija, kai taikoma specifiné analizé. Patvariausios molekulés dalies Zyméjimas '*C uZtikrina visiskos
mineralizacijos nustatyma, Zymint '*C maziau patvarig molekulés dalj arba taikant specifing analize, galima jver-
tinti tik pirminj biologinj skaidyma. Taciau patvariausioje dalyje nebitinai turi bati molekulei bidinga funkciné
grupé (kuri galéty buti susieta su specifine savybe, pvz., toksiskumu, biologiniu kaupimusi ir t. t.). Tokiu atveju gal-
biit biity tikslinga naudoti bandomaja medziaga, kurios funkciné grupé biity Zyméta '*C specifinés savybés igny-
kimui stebéti.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA MEDZIAGA

Siame bandyme galima naudoti Zymétasias ir nezymétas bandomasias medziagas. Rekomenduojama taikyti '“C
Zyméjimo metoda ir paprastai turéty bati Zyméta patvariausia (-ios) molekulés dalis (-ys) (Zr. dar 1.4 skirsnj). Jei
medziagos turi daugiau kaip vieng aromatinj zieda, geriau biity '*C Zyméti vieng arba daugiau anglies atomy kiek-
viename Ziede. Be to, geriau biity Zyméti '*C vieng arba daugiau anglies atomy abiejose lengvai skaidomy jungéiy
pusése. Bandomosios medziagos cheminis ir (arba) radiocheminis grynumas turéty bati > 95 %. Siekiant paleng-
vinti '*C matavimus, kai atliekami mazos koncentracijos medziagy bandymai, Zymétyjy medziagy savitasis akty-
vumas turéty biiti mazdaug 50 pCijmg (1,85 MBq) arba didesnis. Turi bti §i informacija apie bandomajg medziaga:

— tirpumas vandenyje [A.6 metodas],

— tirpumas organiniame (-iuose) tirpiklyje (-iuose) (tirpiklyje iStirpinty arba mazo tirpumo vandenyje medziagy),

— disociacijos konstanta (pKa), jei medziaga gali prisijungti arba atiduoti protonus [OECD TG 112] (5),

— gary slégis [A.4 metodas] ir Henrio désnio konstanta,

—  cheminis stabilumas vandenyje ir tamsoje (hidrolizé) [C.7 metodas].

Kai vandenyje mazai tirpios medziagos yra bandomos jiros vandenyje, gali bati naudinga zinoti i$sidymo kon-
stanta (arba ,Secenovo konstanta®) K®, apibréziama lygtimi: log (S/S’) = K°® C,,,, kurioje S ir S’ yra medziagos tirpu-
mas gélame ir jiros vandenyje, C,,, — moliné druskos koncentracija.

Jei bandymas atlieckamas kaip ,suspenduoty nuosédy bandymas®, reikéty turéti Sia informacija:

— pasiskirstymo koeficientas n-oktanolis/vanduo [A.8 metodas],

— adsorbcijos koeficientas [C.18 metodas].
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Kita naudinga informacija gali bati:

—  koncentracija aplinkoje, jei Zinoma arba jvertinta,

— bandomosios medziagos toksiskumas mikroorganizmams [C.11 metodas],

— lengvas ir (arba) biidingasis biologinis skaidumas [C.4 A-F, C.12, C.9 metodai, OECD TG 302 (5)],

— acrobinio arba anaerobinio biologinio skaidumo dirvozemyje ir nuosédy (vandens) virsmo tyrimai [C.23, C.24
metodail.

ETALONINE MEDZIAGA

Etalonine medziaga turéty biti naudojama medziaga, kuri paprastai lengvai skaidoma aerobinémis salygomis (p-
vz., anilinas arba natrio benzoatas). Tikétina anilino ir natrio benzoato skaidymo trukmé paprastai yra mazesné
kaip 2 savaités. Etaloniniy medziagy naudojimo tikslas — uztikrinti, kad bandymo vandens mikrobinis aktyvumas
atitikty tam tikras ribas; t. y. kad mikroby populiacija vandenyje bity aktyvi.

KOKYBES KRITERIJAI

Atgavimas

I8kart po bandomosios medziagos pridéjimo kiekviena pradiné bandymo koncentracija turéty tikrinama matuo-
jant bent dviejy kartotiniy éminiy '*C aktyvumg arba atliekant cheming analize nezyméty medziagy atveju. Taip
gaunama informacija apie analizés metodo tinkamuma ir pakartojamuma ir apie bandomosios medziagos pasi-
skirstymo vienoduma. Atliekant vélesng duomeny analizg, paprastai naudojamas iSmatuotas pradinis '*C aktyvu-
mas arba bandomosios medziagos koncentracija, bet ne vardiné koncentracija, kadangi tokiu bidu kompensuojami
nuostoliai dél sorbcijos ir dozavimo paklaidos. '*C Zymétos bandomosios medZiagos atgavimo laipsnis bandymo
pabaigoje nurodomas kaip masiy balansas (Zr. 1.8.9.4 skirsnio paskutine pastraipa). Geriausiu atveju Zymétyjy che-
miniy medziagy masiy balansas turéty biti intervale nuo 90 % iki 110 %, analizés tikslumas turéty uztikrinti 70 %
- 110 % nezyméty bandomyjy medziagy atgavimo laipsnj. Siuos intervalus reikéty interpretuoti kaip kontrolinius
skaicius ir jie neturéty biiti naudojami kaip bandymo priimtinumo kriterijai. Galéty biiti nustatomas bandomosios
medziagos, kai jos koncentracija yra mazesné nei pradiné koncentracija, ir pagrindiniy virsmo produkty analizés
tikslumas.

Analizés metodo pakartojamumas ir jautris

Bandomosios medziagos ir prireikus virsmo produkty kiekybinés analizés metodo pakartojamumas (jskaitant pra-
dinio ekstrahavimo efektyvuma) gali bati patikrintas penkis kartus atliekant pavirsinio vandens atskiry ekstrakty
analize.

Jei jmanoma, bandomosios medziagos ir virsmo produkty analizés metodo aptikimo riba (LOD) turéty bati bent
1 % i sistema pridéto pradinio kiekio. Kiekybinio nustatymo riba (LOQ) turéty biti lygi 10 % naudotos koncent-
racijos arba mazesné. Didelio skaiiaus organiniy medziagy ir jy virsmo produkty cheminei analizei daznai reikia,
kad bity pridedama palyginti didelés koncentracijos bandomoji medziaga, t. y. > 100 pg/l.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Iranga

Bandyma galima atlikti atitinkamos talpos (pvz., 0,5 arba 1,0 litro) kiiginése arba cilindrinése kolbose, uzkimstose
polisiloksaniniais arba guminiais kam3ciais, arba serumo kolbose su CO, nelaidziais dangciais (pvz., su butilkau-
¢iuko membrana). Kitaip bandyma galima atlikti naudojant daug kolby, ir imti visa kolbos turinj, bent dviejy kol-
by, kiekvienam méginio émimo intervalui (zr. 1.8.9.1 skirsnio paskuting pastraipg). Nelakiy bandomyjy medziagy,
kurios néra zymétos, nebitina sandariai uzkimsti kamsciaus arba dangciais; tinka nesandaris vatos kamsciai, ku-
rie apsaugoty nuo oro terdaly (Zr. 1.8.9.1 skirsnio antrajg pastraipa). Mazai lakios medZiagos turéty biiti bando-
mos biometro tipo sistemoje, nestipriai maisant vandens pavirsiy. Siekiant apsisaugoti nuo uzkrétimo bakterijomis,
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prie$ naudojima indus galima sterilizuoti kaitinant krosnyje arba apdorojant autoklave. Be to, naudojama $i tipiné
laboratoriné jranga:

— purtyklé arba magnetinés maisyklés bandymo kolby turiniui nuolat maisyti;

—  centrifuga,

—  pH-metras,

— nefelometras drumstumui matuoti nefelometriniais metodais,

—  krosnis arba mikrobangé krosnis sausos medziagos masei nustatyti,

— membraninio filtravimo aparatas,

— autoklavas arba krosnis stikliniams indams sterilizuoti kars¢iu,

—  priemonés dirbti su '*C zymétomis medziagomis,

— jranga CO, sugavimo tirpaly ir, jei reikia, nuosédy méginiy '*C aktyvumui kiekybiskai jvertinti,

— analizés jranga bandomajai (ir etaloninei) medziagai nustatyti, jei taikoma specifiné cheminé analizé (pvz.,
dujy chromatografas, didelio slégio skysciy chromatografas).

Bandomosios medzZiagos pradiniai tirpalai

Bandomosios ir etaloninés medziagos pradiniams tirpalams ruo$ti naudojamas dejonizuotas vanduo
(zr. 1.8.7 skirsnio pirmaja pastraipa). Dejonizuotame vandenyje neturéty biti medziagy, kurios galéty biti toksis-
kos mikroorganizmams, ir istirpusios organinés anglies (DOC) turéty biti ne daugiau kaip 1 mg/l (6).

Pavir$inio vandens éminiy rinkimas ir gabenimas

Pavirdinio vandens éminiy émimo vieta turéty bati pasirinkta atsizvelgiant j bandymo tiksla tam tikromis aplin-
kybeémis. Pasirenkant éminiy émimo vietas, turi biiti atsizvelgta i galimy Zemés Gikio, pramonés arba buitiniy $al-
tiniy istorija. Jei Zinoma, kad vandens aplinka ketverius ankstesniu metus buvo ter§iama bandomaja medziaga arba
jos struktiiriniais analogais, bandymo vanduo neturéty biiti imamas, iSskyrus kai tyréjas specialiai tiria skaidymo
greitj anksciau uZterStose vietose. Vandens pH ir temperatiira turéty biiti matuojama éminiy rinkimo vietoje. Be
to, reikéty nurodyti éminio émimo gylj ir vandens éminio iSvaizdg (pvz., spalva ir drumstuma) (Zr. 3 skyriy). Tu-
réty biiti iSmatuota deguonies koncentracija ir (arba) oksidacijos redukcijos potencialas vandenyje ir nuosédy pa-
virSiniame sluoksnyje, kad galima buty jrodyti aerobiniy salygy buvimg, iSskyrus kai jos yra akivaizdzios,
sprendziant pagal i§vaizda ir vietos istorinius duomenis. Pavirsinis vanduo turéty biti gabenamas labai gerai i3-
plautuose induose. Gabenamo vandens temperatiira neturéty labai vir§yti bandymo temperatiirag. Rekomenduoja-
ma at3aldyti iki 4 °C, jei vanduo gabenamas ilgiau kaip 2-3 h. Vandens éminys neturi biti uzalgs.

Pavirsinio vandens laikymas ir ruosimas

Pageidautina bandyma pradéti per parg nuo éminio paémimo. Jei vandenj tenka laikyti, jo laikymo trukmé turéty
bati kiek jmanoma trumpesné ir jokiu atveju neturi virSyti 4 savaiciy. lki naudojimo vandens éminys turéty biti
laikomas 4 °C temperatiroje ir aeruojamas. Prie$ naudojima turéty biti pasalintos stambios dalelés, pvz., filtravi-
mu per nailono filtrg, kurio akuciy dydis apie 100 pm, arba per akyta popieriaus filtrg, arba sedimentacijos bidu.

Vandens su nuosédy priedu ruosimas (neprivaloma)

Atliekant suspenduoty nuosédy bandymg, pavirSinés nuosédos dedamos  kolba su gamtiniu vandeniu (filtruoja-
mu stambioms daleléms pasalinti, kaip aprasyta 1.8.4 skirsnyje) suspensijai gauti; suspenduoty kietyjy daleliy kon-
centracija turéty bati nuo 0,01 iki 1 g/l. PavirSinés nuosédos turéty biti i§ tos pacios vietos, i§ kurios buvo paimtas
vandens éminys. Atsizvelgiant | konkrecia vandens aplinka, pavir$inés nuosédos gali biti apibtidinamos dideliu or-
ganinés anglies kiekiu (2,5-7,5 %) ir smulkiagriide tekstiira arba mazu organinés anglies kiekiu (0,5-2,5 %) ir stam-
biagriide tekstiira (3). Pavirsines nuosédas galima ruosti taip: i$imami keli nuosédy kernai, naudojant skaidraus
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plastiko vamzdj, iskart po éminio paémimo nupjaunami virSutiniai aerobiniai sluoksniai (nuo pavirsiaus iki ne di-
desnio kaip 5 mm gylio) ir supilami kartu. Gautas nuosédy éminys turéty biiti gabenamas inde su didele laisvaja
erdve orui, kad nuosédas buty galima laikyti acrobinémis salygomis (atSaldoma iki 4 °C, jei jos gabenamos ilgiau
kaip 2-3 h). Nuosédy éminys turéty biti suspenduotas bandymo vandenyje santykiu 1:10 ir iki naudojimo laiko-
mas 4 °C temperatiiroje ir aeruojamas. Jei nuosédas tenka laikyti, jy laikymo trukmé turéty bati kiek jmanoma
trumpesné ir jokiu atveju neturi vir$yti 4 savaiciy.

Pusiau nepertraukiama procediira (neprivaloma)

Gali tekti inkubuoti ilgiau (kelis ménesius), jei yra ilgas vélavimo tarpsnis prie$ prasidedant didesniam bandomo-
sios medziagos skaidymui, kurj biity galima iSmatuoti. Jei tai Zinoma i§ ankstesniy medZziagos bandymy, bandymga
galima pradéti, taikant pusiau nepertraukiama procediira, kuri sudaryty salygas periodiskai atnaujinti bandymo
vandens arba suspensijos dalj (Zr. 2 prieda). Kitu biidu jprastas atskiry éminiy bandymas gali biti pakeistas pusiau
nepertraukiamu bandymu, jei bandomosios medziagos skaidymas neprasideda per mazdaug 60 bandymo pary,
taikant atskiry éminiy procediira (7r. 1.8.8.3 skirsnio antraj pastraipa).

Bandomosios (arba etaloninés) medZziagos pridéjimas

Jei medziagos gerai tirpsta vandenyje (> 1 mg/l) ir jy lakumas yra mazas (Henrio désnio konstantos < 1 Pa-m?/mol
arba < 107> atmm?/mol), pradinj tirpalg galima ruosti naudojant dejonizuota vandenj (zr. 1.8.2 skirsnj); atitinka-
mas pradinio tirpalo taris jpilamas j bandymo indus reikiamai koncentracijai pasiekti. Visy jpilamy pradiniy tir-
paly tdiris turéty bati kiek jmanoma mazesnis (< 10 % skyscio galutinio tirio, jei jmanoma). Pagal kita procediira,
i kuria galima Zzitiréti kaip { organiniy tirpikliy naudojimo alternatyva, bandomoji medziaga istirpinama didesnia-
me bandymo vandens tiryje.

Jei nei§vengiama, vandenyje mazai tirpiy nelakiyjy medziagy tirpalai turéty biti ruosiami naudojant lakyjj orga-
ninj tirpiklj, ta¢iau j bandymo sistema pridéto tirpiklio kiekis neturéty bati didesnis kaip 1 % V|V ir neturéty nei-
giamai veikti mikroby aktyvumo. Tirpiklis neturéty veikti bandomosios medziagos stabilumo vandenyje. Tirpiklis
turéty bati pasalintas iki visiskai mazo kiekio, kad labai nepadidinty DOC koncentracijos bandymo vandenyje arba
suspensijoje. Tai turéty bati tikrinama atliekant medziagai specifine analize arba DOC analize, jei jmanoma (6). Rei-
kéty imtis priemoniy apriboti pernesto tirpiklio kiekj tik batinuoju kiekiu ir uztikrinti, kad bandomosios medzia-
gos kiekis galéty istirpti galutiniame bandymo vandens ttiryje. Galima taikyti kitus metodus bandomajai medziagai
pridéti j bandymo indus, kaip aprasyta (7) ir (8). Kai bandomajai medziagai pridéti naudojamas organinis tirpiklis,
tirpiklio ir bandymo vandens (be jokiy priedy) kontroliniai éminiai ir bandymo vandens su pridéta etalonine me-
dziaga éminiai turéty biiti apdorojami panasiai kaip aktyvieji bandymo indai, j kuriuos pridéta nesiklyje istirpinta
bandomoji medziaga. Tirpiklio kontroliniy éminiy tikslas — itirti galimg neigiama tirpiklio poveikj mikroby po-
puliacijai pagal etaloninés medziagos skaidyma.

Bandymo sglygos

Bandymo temperatiira

Inkubuoti reikéty tamsoje (pageidautina) arba isklaidytoje Sviesoje, esant reguliuojamai (+ 2 °C) tikslumu tempe-
ratiirai, kuri gali biiti lauko temperatiira arba tipiné 20-25 °C temperatiira. Lauko temperatiira gali bati faktiné émi-
nio temperatiira jo émimo momentu arba vidutiné éminio émimo vietos lauko temperatiira.

Maisymas

Turi bati uztikrintas nuolatinis purtymas arba maiSymas, kad dalelés ir mikroorganizmai bty suspenduoti. Be to,
maiSymas lengvina deguonies pernesima i§ laisvosios erdvés j skystj, taigi gali biti uztikrintos reikiamos aerobinés
salygos. Kolbos statomos ant purtyklés (maiSymas mazdaug 100 min~' dazniu) arba naudojama magnetiné mai-
Syklé. MaiSymas turi bati nuolatinis. Tac¢iau purtymas arba maiSymas turéty bati kiek jmanoma $velnesnis, bet vis-
gi turi uztikrinti vienalyte suspensija.
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Bandymo trukmé

Bandymo trukmé paprastai neturéty biiti ilgesné kaip 60 pary, i$skyrus kai taikoma pusiau nepertraukiama pro-
cediira ir periodinis bandymo suspensijos atnaujinimas (Zr. 1.8.6 skirsnj ir 2 prieda). Taciau atskiry éminiy ban-
dymo trukmeé gali biiti padidinta iki ne ilgiau kaip 90 pary, jei bandomosios medziagos skaidymas prasideda per
pirmasias 60 pary. Skaidymas stebimas atitinkamais laiko tarpais nustatant liekamosios '*C aktyvuma arba issis-
kyrusio '*CO, kiekj (7r. 1.8.9.4 skirsnj) ir (arba) atliekant cheming analize (1.8.9.5 skirsnis). Inkubavimo trukmé
turi biti pakankamai ilga skaidymo procesui jvertinti. Pageidautina, kad skaidymo laipsnis baity didesnis kaip 50 %;
létai skaidomy medziagy skaidymo laipsnis turi bati pakankamas (paprastai didesnis kaip 20 % skaidymas) kine-
tinés skaidymo greicio konstantos iverciui gauti.

Periodiskai turi biiti matuojama pH verté ir deguonies koncentracija bandymo sistemoje, isskyrus kai tokie mata-
vimai nebatini, turint ankstesnius panasiy bandymy duomenis, gautus toje pacioje vietoje paimtiems vandens ir
nuosédy éminiams. Kai kuriomis aplinkybémis, esant gerokai didesnei koncentracijai vandenyje arba nuosédose,
dél pirminiy substraty metabolizmo i$siskyrusio CO, kiekio ir deguonies kickio sumazéjimo gali pakakti labai pa-
keisti vykstancio bandymo salygas.

Darbo eiga

Kolby ruosimas pelaginiam bandymui

[ bandymo kolbas jpilamas reikiamas bandymo vandens kiekis, kuris sudaryty apie trecdalj kolbos tirio, bet ne
maziau kaip apie 100 ml. Jei naudojama daug kolby (kad méginj sudaryty visas kolbos turinys), reikiamas bandy-
mo vandens tiris irgi yra apie 100 ml, nes mazi éminiy tariai gali turéti jtakos vélavimo tarpsnio trukmei. Ban-
domoji medziaga pridedama naudojant pradinj tirpala, kaip aprasyta 1.8.2 ir 1.8.7 skirsniuose. Turéty buti
naudojamos bent dvi skirtingos bandomosios medziagos koncentracijos vertes, kurios skirtysi 5-10 karty, kad
bity galima nustatyti skaidymo kinetikos laipsnj ir apskaiciuoti kineting skaidymo greicio konstantg. Abi pasi-
rinktos koncentracijos vertés turéty biiti mazesnés kaip 100 pg/l ir pageidautina intervale < 1-10 ug/l.

Uzkimgkite kolbas kam3ciais arba uzdenkite orui ir CO, nelaidziais dangéiais. Jei naudojamos '*C nezymétos ir
nelakios bandomosios medziagos, tinka nesandartis vatos kamsciai, kurie apsaugoty nuo oro terSaly (zr. 1.8.1 skirs-
nj), jei Zinoma, kad visi pagrindiniai skaidymo produktai yra nelakds ir jei taikomas netiesioginis CO, nustatymo
metodas (Zr. 3 prieda).

Inkubuokite kolbas pasirinktoje temperatiiroje (zr. 1.8.8.1 skirsnj). Paimkite méginius cheminei analizei arba '*C
matavimams bandymo pradzioje (t. y. pries biologinio skaidymo pradzia; zr. 1.7.1 skirsnj) ir véliau atitinkamais
laiko intervalais bandymo eigoje. Méginius galima imti kaip dalinius méginius (pvz., 5 ml alikvotines dalis) i3 kiek-
vieno kartotinio éminio arba kiekvienu méginio émimo momentu imti visg kolbos turinj. Bandomosios medzia-
gos mineralizacija gali biiti nustatyta netiesiogiai arba tiesiogiai (zr. 3 priedg). Norint gauti patikima greicio
konstantos jvertj, skaidymo tarpsniu (t. y. pasibaigus vélavimo tarpsniui) paprastai turi biiti paimti bent penki mé-
giniai, i§skyrus kai galima pagristi, kad greitai skaidomoms medziagoms pakanka trijy méginiy. Jei medziagos skai-
domos létai, skaidymo tarpsniu nesunku atlikti daugiau matavimy, taigi turéty bati naudojama daugiau tasky
k vertei gauti. Negalima nurodyti tam tikro méginiy émimo grafiko, kadangi biologinio skaidymo greitis yra ne-
vienodas; taciau léto skaidymo atveju rekomenduojamas vienas méginys per savaite. Jei bandomoji medziaga skai-
doma greit, méginius reikéty imti kartg per parg pirmasias tris paras ir véliau kas antra arba trecia para. Tam
tikromis aplinkybémis, pvz., jei medziagos greitai hidrolizuojasi, méginius gali tekti imti kas valandg. Pries ban-
dymus rekomenduojama atlikti parengiamajj tyrima reikiamiems méginiy émimo intervalams nustatyti. Jei mégi-
nius reikia turéti kitai specifinei analizei, patariama paimti daugiau méginiy ir tuomet atrinkti tuos, kurie turi bati
analizuojami pasibaigus bandymui taikant atbulinés krypties strategija, t. y. paskutiniai méginiai analizuojami pir-
mi (Zr. 1.8.9.5 skirsnio antraja pastraipa dél nurodymy laikomy éminiy stabilumui uztikrinti).

Kolby ir éminiy skaicius

Paruosiamas pakankamas skai¢ius bandymo kolby, kad bity:

— bandymo kolbos; bent dvi kolbos kiekvienai bandomosios medziagos koncentracijai (geriau ne maziau kaip 3)
arba daug bandymo kolby kiekvienai koncentracijai, jei kiekvieng imama méginj sudaro visas kolbos turinys
(Zymimos F;),

— bandymo kolbos masiy balansui apskaic¢iuoti; bent dvi kolbos kickvienai bandymo koncentracijai
(Zymimos Fyy),
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— tus¢iojo kontrolinio éminio kolba, be bandomosios medziagos; bent viena tus¢iojo éminio bandymo kolba,
kurioje bty tik bandymo vanduo (Zymima Fy),

— etaloninio kontrolinio éminio kolbos; dvi kolbos su etalonine medziaga (pvz., anilinu arba natrio benzoatu,
10 pg/l) (zymimos F.). Etaloninio kontrolinio éminio paskirtis — patvirtinti maziausia mikroby aktyvuma. Jei
tinka, galima naudoti Zymétaja etaloning medziagg, ir kai bandomosios medziagos skaidymas stebimas atlie-
kant cheming analiz,

— sterilumo kontrolés kolbos; viena arba dvi kolbos, kuriose bty sterilizuotas bandymo vanduo galimam abio-
tiniam skaidymui arba kitokio tipo ne biologiniam bandomosios medziagos $alinimui tirti (Zymimos Fg). Bio-
loginj aktyvuma galima stabdyti bandymo vandenj apdorojant autoklave (121 °C; 20 min) arba pridedant
toksinés medziagos (pvz., natrio azido (NaN5) 10-20 g/l gyvsidabrio (II) chlorido (HgCl,) 100 mg/l arba for-
malino at 100 mg/l) arba $vitinant gama spinduliuote. Jei naudojamas HgCl,, jis turéty biti salinamas kaip
toksiskos atlickos. Jei naudojamas vanduo su dideli nuosédy kiekiu, gauti sterilias salygas nelengva; $iuo at-
veju rekomenduojamas pakartotinis apdorojimas autoklave (pvz., tris kartus). Reikéty atsizvelgti i tai, kad ap-
dorojant autoklave gali pakisti nuosédy sorbcinés charakteristikos,

— tirpiklio kontrolinés kolbos, kuriose biity bandymo vanduo ir bandymo vanduo su etalonine medziaga; po
dvi kolbas, apdorotas tuo paciu tirpiklio kiekiu, kurioms taikoma ta pati procedara, kaip ir bandomosioms
medziagoms. Tirpiklio kontroliniy éminiy tikslas — istirti galimg neigiamga tirpiklio poveiki mikroby popu-
liacijai, nustatant etaloninés medziagos skaidyma.

Rengdamas bandymo plana, tyréjas turéty i$nagrinéti santykinj bandinio kartotiniy éminiy ir didesnio méginiy
skaiciaus santykio reik§minguma. Tikslus reikiamy kolby skaicius priklausys nuo taikomo skaidymo matavimo me-
todo (zr. 1.8.9.1 skirsnio treciaja pastraipa; 1.8.9.4 skirsnj ir 3 prieda).

Kiekvienu méginio émimo momentu i§ kiekvienos bandymo kolbos turéty bati imami du daliniai méginiai (pvz.,
5 ml alikvotinés dalys). Jei naudojama daug kolby, kai méginj sudaro visas kolbos turinys, kiekvieng kart imant
meéginj turéty bati paimtos bent dvi kolbos (Zr. 1.8.9.1 skirsnio pirmaja pastraipa).

Kolby ruosimas suspenduoty nuosédy bandymui [neprivaloma]

[ bandymo indus jpilami reikiami ttiriai bandymo vandens ir nuosedy, jei reikia (Zr. 1.8.5 skirsnij). Kolby ruosimas
suspenduoty nuosédy bandymui atitinkg kolby ruosima pelaginiam bandymui (zr. 1.8.9.1 ir 1.8.9.2 skirsnius). Ge-
riausia naudoti serumo butelius arba panasios formos kolbas. Uzkimstos kolbos dedamos horizontaliai ant pur-
tyklés. Aisku, kad atviros kolbos su '*C nezymétomis, nelakiomis medZiagomis yra statomos; $iuo atveju
rekomenduojama maiSyti magnetine maisykle ir naudoti stiklu dengtus magnetinius strypelius. Prireikus buteliai
aeruojami tinkamoms aerobinéms salygoms uZztikrinti.

Radiocheminiai nustatymai

Issiskyres '*CO, yra matuojamas netiesiogiai ir tiesiogiai (zr. 3 prieda). '*CO, nustatomas netiesiogiai kaip skir-
tumas tarp pradinio '*C aktyvumo bandymo vandenyje arba suspensijoje ir paimto méginio suminio lickamojo
aktyvumo, i§matuoto po méginio riigstinimo iki pH 2-3 ir CO, pasalinimo. Taip pasalinama neorganiné anglis ir
i¥matuotas liekamasis aktyvumas yra organinés medziagos aktyvumas. Netiesioginis '*CO, nustatymas neturéty
bati taikomas, jei kaip pagrindiniai bandomosios medziagos virsmo produktai susidaro lakieji junginiai (Zr. 3 prie-
dg). Jei jmanoma, issiskyrusio '*CO, kiekis turéty biiti matuojamas tiesiogiai (Zr. 3 prieda) kiekviena kartg imant
meéginj bent i§ vienos bandymo kolbos; taikant 3ig procediira, galima patikrinti masiy balansg ir biologinio skai-
dymo procesa, bet ji tinka tik bandymams, atliekamiems su uZdarytomis kolbomis.

Jei atliekant bandyma issiskyrusio '*CO, kiekis matuojamas tiesiogiai, $iam tikslui bandymo pradzioje turéty biiti
paruoita daugiau kolby. Rekomenduojamas tiesioginis '*CO, nustatymas, jei kaip pagrindiniai bandomosios me-
dziagos virsmo produktai susidaro lakieji junginiai. Kiekvieng karta matuojant, papildomy bandymo kolby turinys
yra riigitinamas iki pH 2-3 ir '*CO, surenkamas vidiniu arba iSoriniu absorbentu (zr. 3 prieda).

14C zymétos bandomosios medziagos ir pagrindiniy virsmo produkty koncentracijos vertés gali biiti nustatytos,
taikant radiocheming chromatografija (pvz., plonasluoksn¢ chromatografija, RAD-TLC) arba HPLC ir radiochemi-
nj aptikimo metoda.
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Papildomai galima nustatyti lickamojo radioaktyvumo fazinj pasiskirstyma (zr. 1 prieda), bandomosios medziagos
likutj ir virsmo produktus.

Baigus bandyma, turéty biiti nustatytas masiy balansas, tiesiogiai matuojant '*CO, atskirose bandymo kolbose, i3
kuriy atliekant bandyma meéginiai nebuvo imami (zr. 3 prieda).

Specifiné cheminé analizé

Jei yra jautrus specifinis analizeés metodas, ji galima taikyti vietoj radiocheminiy metodu pirminiam biologiniam
skaidymui jvertinti, matuojant suming¢ bandomosios medziagos liekamaja koncentracija. Jei naudojama zymétoji
bandomoji medziaga (visiskai mineralizacijai matuoti), specifiné cheminé analizé gali bati atliekama lygiagreciai
papildomai informacijai gauti ir procediirai patikrinti. Be to, specifiné cheminé analizé gali bati taikoma nustatyti
virsmo produktus, susidariusiems skaidant bandomaja medziaga, ir $i analizé rekomenduojama medziagoms, ku-
riy mineralizacijos puséjimo trukmé ilgesné kaip 60 pary. Kiekviena kart imant méginj turéty bati i§matuota ir pa-
teikta ataskaitoje bandomosios medziagos ir virsmo produkty koncentracija (kaip koncentracija ir kaip jdéto kiekio
procentiné dalis). Apskritai, jei bet kuriuo méginio émimo momentu aptikti virsmo produktai sudaro = 10 % idé-
tos medziagos koncentracijos, jie turéty bati identifikuoti, i§skyrus kai jie gana patikimai patvirtinami kitu badu.
Virsmo produkty, kuriy koncentracija visa tyrima didéja, irgi turéty bati identifikuojami, net jei ju koncentracija
nevirdija pirmiau nurodytos ribinés vertés, nes tai galéty rodyti patvaruma. Reikéty spresti virsmo produkty ana-
lizés sterilumo kontrolés éminiuose klausima, jei manoma, kad galéty vykti greitas abiotinis bandomosios medzia-
gos virsmas (pvz., hidrolizé). Virsmo produkty kiekybinio nustatymo ir identifikavimo batinybé turéty bati
nagrinéjama kickvienu konkreciu atveju, pagrindima pateikiant ataskaitoje. Ekstrahavimas organiniais tirpikliais tu-
réty biiti taikomas pagal atitinkamos analizés metodikos rekomendacijas.

Visi méginiai turéty bati laikomi 2-4 °C temperatiiroje ir nesiliesti su oru, jei analizé atlickama per 24 h (pagei-
dautina). Laikant ilgiau, méginiai turéty biiti uzsaldomi zZemiau — 18 °C arba konservuojami cheminiu bidu. Kon-
servuojamy méginiy rigstinti nerekomenduojama, kadangi riigstinti méginiai gali bati nestabilds. Jei analizei skirti
méginiai laikomi ilgiau kaip 24 h, turéty bati atliktas stabilumo laikymo salygomis tyrimas, kuris jrodyty nagri-
néjamy cheminiy medziagy stabiluma, kai laikoma — 18 °C temperatiiroje arba konservavimo salygomis. Jei ana-
lizés metodg sudaro ekstrahavimas tirpikliu arba kietosios fazés ekstrahavimas (angly k. SPE), ekstrahuoti reikéty
iskart paémus méginj arba ne veliau kaip per 24 h, jei méginys ataldomas.

Atsizvelgiant | analizés metodo jautrj, gali tekti imti didesnio tiirio éminius nei nurodyta 16 skirsnyje. Bandyma
bty lengva atlikti, jei biity naudojami vieno litro bandymo tiriai 2-3 litry talpos kolbose, i§ kuriy bity galima
imti mazdaug 100 ml méginius.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

REZULTATUY APDOROJIMAS

Duomeny grafikas

Méginiy émimo laikas suapvalinamas iki sveiko valandy skaiciaus (i§skyrus kai medziaga skyla dideliu laipsniu per
minutes arba valandas), bet ne iki sveiko pary skai¢iaus. Braizomi bandomosios medziagos lickamojo aktyvumo
(**C Zyméty medziagy) arba liekamosios koncentracijos (nezyméty medziagy) jverciy kaip laiko funkcijos grafi-
kai, naudojant linijinius ir pusiau logaritminius parametrus (Zr. 1a, 1b paveikslus). Jei skaidymas vyko, lyginami Fy.
ir Fg kolby rezultatai. Jei kolby su bandomaja medziaga (F;) ir steriliy kolby (Fs) rezultaty vidurkiai skiriasi maziau
kaip 10 %, galima daryti prielaidg, kad stebimas skaidymas i§ esmés yra abiotinis. Jei skaidymas Fg kolbose vyksta
mazesniu laipsniu, skaiciai gali bati naudojami F; kolboms gauty rezultaty pataisai daryti (atimant), kad dbty ga-
lima jvertinti biologinio skaidymo laipsnj. Kai atlickama neprivaloma pagrindiniy virsmo produkty analizé, be ban-
domosios medziagos i$nykimo grafiko turety bati pateikti virsmo produkty susidarymo ir i$nykimo grafikai.
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Pagal skaidymo kreive nustatoma vélavimo tarpsnio trukme t; (pusiau logaritminis grafikas) tiesiaja kreives dalj
ekstrapoliuojant | nulinj skaidymo laikg arba nustatant mazdaug 10 % skaidymo trukme (Zr. 1a ir 1b paveikslus).
Pagal pusiau logaritminj grafika jvertinama pirmojo laipsnio greicio konstanta k ir jos standartin¢ paklaida, atlie-
kant In (liekamojo '*C aktyvumo arba bandomosios medziagos koncentracijos) kaip lakiko funkcijos tiesing re-
gresija. Konkreciai, kai atliekami '*C matavimai, reikia naudoti tik pradinés tiesinés kreivés dalies, pasibaigus
vélavimo tarpsniui, duomenis, ir geriau atrinkti nedidelj skaiciy tipiniy duomeny, bet ne didesnj skaiciy maziau
apibrézty duomeny. Siuo atveju neapibréztj sudaro paklaidos, bidingos taikant rekomenduojama tiesioginio lie-
kamojo '*C aktyvumo (zr. toliau) matavimo metoda. Kartais galbiit reikéty apskaiciuoti dvi skirtingas greicio kon-
stantas, jei skaidymas atitinka dviejy tarpsniy schemg. Siuo tikslu nustatomi du skirtingi skaidymo kreivés tarpsniai.
Greitio konstantos k ir pus¢jimo trukmeé t,, = In2 [k turéty bati apskaic¢iuojamos atskirai kiekvienai kartotiniy émi-
niy kolbai, kai daliniai méginiai imami i§ tos pacios kolbos, arba naudojant vidutines vertes, kai kiekviena karta
kaip méginys imamas visas kolbos turinys (zr. 1.8.9.2 skirsnio paskuting pastraipa). Kai taikoma pirmoji nurodyta
procediira, ataskaitoje turéty biiti pateikta greicio konstanta ir puséjimo trukmé, gauta atskirai kiekvienai kolbai,
ju viduting verté ir jos standartiné paklaida. Jei buvo naudojamos didelés bandomosios medziagos koncentracijos
vertés, skaidymo kreivé gali gerokai nukrypti nuo tiesés (pusiau logaritminio grafiko) ir pirmojo laipsnio kinetika
gali negalioti. Taigi nejmanoma apibrézti puséjimo trukmés. Taciau ribotam duomeny intervalui galima taikyti
pseudopirmojo laipsnio kinetikg ir jvertinti skaidymo puséjimo trukme DT, (laikas 50 % skaidymo laipsniui pa-
siekti). Taciau reikia atminti, kad skaidymo eigos, i$skyrus pasirinktg duomeny intervalg, negalima prognozuoti tai-
kant DTs,, kuri apraso tik nurodyta duomeny rinkinj. Nesunku gauti statistiniams apskai¢iavimams ir kreivés
pritaikymui palengvinti skirtas analizines priemones ir rekomenduojama naudoti $io tipo programing jranga.

Jei atlickama specifiné cheminé analizé, jvertinamos pirminio skaidymo greicio konstantos ir pusé¢jimo trukmés
vertés, kaip tai buvo atlickama visiskai mineralizacijai. Jei pirminis skaidymas yra greitj ribojantis procesas, kartais
galima naudoti visos skaidymo eigos duomeny tagkus. Taip yra todél, kad priesingai '*C aktyvumo matavimui, sie
matavimai yra tiesioginiai.

Jei naudojamos '*C Zymétos medziagos, masiy balansas bent bandymo pabaigoje turéty biiti isreikstas kaip nau-
dotos pradinés koncentracijos procentiné dalis.
p jos p

Liekamasis aktyvumas

Kai biologiskai skaidoma '*C zyméta organinés medziagos dalis, didziausia '*C dalis virsta '*CO,, kita jo dalis nau-
dojama biomasei didinti ir (arba) nelgsteliniy metabolity sintezei. Taigi vykstant ,visiSkam*“ biologiniam medzia-
gos skaidymui, ne visa jos anglis virsta *CO,. '*C, patekes i biosintezés biidu gautus produktus, véliau létai
igsiskiria kaip '*CO, dél ,antrinés mineralizacijos®. Dél $iy priezas¢iy liekamojo organinio '*C aktyvumo (i¥ma-
tuoto pasalinus CO,) arba gauto '*CO, kiekio kaip laiko funkcijos kreivése atsiranda ,uodega®, kai skaidymas jau
yra baigtas. Tai apsunkina duomeny kinetinj interpretavima ir tik pradiné kreives dalis (pasibaigus vélavimo tarps-
niui ir anksciau nei pasieckiamas mazdaug 50 % skaidymas) paprastai turéty biiti naudojama skaidymo greicio kon-
stantai jvertinti. Jei bandomoji medziaga yra skaidoma, suminis lickamasis organinés '*C aktyvumas yra visuomet
didesnis nei '*C aktyvumas, atitinkantis likusia nesuskaidyta bandomaja medziaga. Jei bandomoji medziaga skai-
doma pagal pirmojo laipsnio reakcijg ir pastovi dalis a mineralizuojama j CO,, pradinis '*C iSnykimo (suminés
organinés '*C kaip laiko funkcijos) kreivés krypties koeficientas bus lygus a, padaugintai i§ bandomosios medzia-
gos (arba, jei kalbéti tiksliai, bandomosios medziagos '*C Zymétosios dalies) atitinkamos koncentracijos kreivés
krypties koeficiento. Taigi naudojant nepataisyto suminio organinés '*C aktyvumo matavimus, apskaiciuota skai-
dymo greicio konstanta bus sumazinta. Bandomosios medziagos koncentracijos verciy apskaiciavimo pagal i$ma-
tuotg radiocheminj aktyvuma metodikos, pagristos jvairiomis supaprastinanciomis prielaidomis, yra aprasytos
literatfiroje (2)(9)(10)(11). Tokias metodikas lengviausia taikyti greitai skaidomoms medziagoms.

REZULTATU INTERPRETAVIMAS

Jei nustatoma, kad didinant koncentracijg k nesikeicia (t. y., jei apskaiciuotoji k verté yra mazdaug tokia pati, esant
skirtingoms bandomosios medziagos koncentracijos vertéms), galima daryti prielaidg, kad esamas bandymo saly-
gas, t. y. bandomaja medZiagg, vandens éminj ir bandymo temperatiirg, atitinka pirmojo laipsnio greicio konstanta.
Eksperty sprendimu turi biti jvertinta, kokiu laipsniu rezultatus galima apibendrinti ir ekstrapoliuoti kitoms sis-
temoms. Jei naudojama didelé bandomosios medziagos koncentracija, ir dél tos priezasties skaidymas neatitinka
pirmojo laipsnio kinetikos, duomenys negali buti naudojami tiesiogiai jvertinti pirmojo laipsnio greicio konstanta
arba atitinkama pus¢jimo trukme. Taciau duomenys, gauti atlickant bandymus, kuriuose naudojama didelé ban-
domosios medziagos koncentracija, vis dar gali bati naudingi visiskos mineralizacijos laipsniui jvertinti ir (arba)
virsmo produktams aptikti ir kiekybiskai nustatyti.
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Jei yra zinomi kity nei biologinis skaidymas i$nykimo procesy (pvz., hidrolizés arba garavimo) grei¢iai, juos ga-
lima atimti i§ bandymo metu stebimo suminio i§nykimo greicio apytikriam biologinio skaidymo jverciui gauti. Hid-
rolizés duomenis galima, pvz., gauti pagal sterilumo kontrolés éminio duomenis arba atlikti lygiagrety bandymg,
naudojant didesn¢ bandomosios medziagos koncentracijg.

Netiesioginis ir tiesioginis ' *CO, nustatymas (1.8.9.4 skirsnis ir 3 priedas) gali biiti taikomas tik bandomosios me-
dziagos mineralizacijos i CO, laipsniui matuoti. Radiocheminé chromatografija (RAD-TLC) arba HPLC gali bati
naudojama '*C Zymétos bandomosios medziagos koncentracijos vertéms nustatyti ir pagrindiniy virsmo produk-
ty susidarymui analizuoti (1.8.9.4 skirsnio trecioji pastraipa). Norint tiesiogiai jvertinti puséjimo trukme, biitina,
kad nebity pagrindiniy virsmo produkty (pagal apibréztj sudaranciy = 10 % pridéto bandomosios medziagos kie-
kio). Jei esama pagrindiniy virsmo produkty, kaip jie yra apibréZti pagal §j bandyma, reikia atlikti detaly duomeny
jvertinima. Jj gali sudaryti pakartotinis bandymas ir (arba) virsmo produkty identifikavimas (zr. 1.8.9.5 skirsnio pir-
maja pastraipa), i$skyrus kai virsmo produkty likimas gali biiti pakankamai pagristai jvertintas naudojant turimus
duomenis (pvz., informacija apie skaidymo kelig). Kadangi CO, virtusios bandomosios medziagos anglies dalis kin-
ta (labiausiai dél bandomosios medziagos ir kity esanciy substraty koncentracijos, bandymy sglygy ir mikroby po-
puliacijos), $iuo bandymu nejmanoma tiesiogiai jvertinti visiska biologinj skaidyma, kaip DOC i$nykimo metodu;
bet rezultatas yra panasus j respirometriniu bandymu gaunamg rezultatg. Todél mineralizacijos laipsnis bus lygus
arba mazesnis kaip maziausias visisko biologinio skaidymo lygis. I$samesniam visisko biologinio skaidymo (mi-
neralizacijos ir jjungimo j biomase) vaizdui gauti, bandymo pabaigoje reikéty atlikti '“C fazinio pasiskirstymo ana-
lize (2r. 1 priedg). Telkinyje su kietosiomis dalelémis '*C sudarys j biomasg jjungtas '*C ir organinémis dalelémis
sorbuotas '*C.

BANDYMO TINKAMUMAS

Jei etaloniné medziaga nesuskaidoma per numatoma laiko intervalg (anilino ir natrio benzoato — paprastai trum-
pesné kaip dvi savaités), turéty biti suabejota bandymo tinkamumu ir turi bati papildomai patikrintas arba turéty
bati pakartotas naujo vandens éminio bandymas. ISO atliktame tarplaboratoriniame metodo tyrime, kuriame da-
lyvavo septynios po Europa idéstytos laboratorijos, buvo priimta, kad anilino skaidymo grei¢io konstanty inter-
valas yra 0,3-1,7 para™’, jo vidurkis 0,8 d™" ir standartiné¢ paklaida + 0,4 d" (t,, = 0,9 paros). Tipinés vélavimo
trukmeés vertés buvo 1-7 paros. Nurodoma, kad tirty vandens éminiy bakterijy biomasé atitiko 10°> — 10* kolo-
nijas sudaranciy vienety (angly k. CFU) viename ml. Skaidymo greitis daug mitybiniy medziagy turinciuose vidurio
Europos vandenyse buvo didesnis nei Siauriniuose oligotrofiniuose vandenyse, galbat dél skirtingos trofinés bise-
nos arba dél ankstesnio cheminiy medziagy veikimo.

Suminis Zymétyjy medZiagy atgavimas (masiy balansas) bandymo pabaigoje turéty biti nuo 90 % iki 110 %, tuo
tarpu nezZyméty medziagy pradinis atgavimas bandymo pradzioje turéty bati nuo 70 % iki 110 %. Taciau nuro-
dyti intervalai turéty bati suprantami tik kaip kontroliniai skaiciai ir netaikomi kaip bandymo priémimo kriterijai.

BANDYMU ATASKAITA

Tyrimo tipas, t. y. pelaginis arba suspenduoty nuosédy bandymas, turéty bati aiskiai nurodytas bandymy ataskai-
toje, kurioje dar turi bati bent i informacija:

Bandomoji medZiaga ir etaloniné (-¢s) medziaga (-os):

— jprasti pavadinimai, cheminiai pavadinimai (rekomenduojama vartoti [UPAC ir (arba) CAS pavadinimus), CAS
numeriai, struktiirinés formulés (rodancios '*C padét, jei naudojama Zymétoji medziaga) ir atitinkamos fi-
zikocheminés savybés (zr. 1.5 ir 1.6 skirsnius),

— medziagy, naudojamy kaip virsmo produkty identifikavimo ir kiekybinio nustatymo etalonai, cheminiai pa-
vadinimai, CAS numeriai, struktiirinés formulés (rodancios '*C padéti, jei naudojama zymétoji medziaga) ir
atitinkamos fizikocheminés savybés,

— bandomosios ir etaloninés medziagy grynumas (priemaisos),

— radiocheminis Zymétosios cheminés medziagos grynumas ir savitasis aktyvumas (jei tinka).



L 220/68 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2009 8 24

Pavirsinis vanduo:

Turi biiti pateikta bent $i informacija apie paimta vandens éminj:

— éminio émimo vieta ir jos apraSymas, jskaitant, jei jmanoma, uZter§imo istorijg,

—  éminio émimo data ir laikas,

— mitybinés mediiagos (suminis N, amonis, nitritas, nitratas, suminis P, iStirpes ortofosfatas),
— émimo gylis,

— éminio iSvaizda (pvz., spalva ir drumstumas),

— DOC ir TOC,

— BOD,

— temperatiira ir pH éminio émimo vietoje ir émimo laiku,

— deguonies koncentracija arba oksidacijos redukcijos potencialas (privaloma, jei néra aiskaus aerobiniy salygy
jrodymo),

— druskingumas arba laidis (jaros ir siroko vandens atveju),
— suspenduotos kietosios dalelés (drumsto éminio atveju),

— visa kita galima informacija apie ¢éminio vieta émimo momentu (pvz., faktiniai arba anksciau sukaupti duo-
menys apie upiy arba jiros sroviy srautg, Salia esancius pagrindinius iStakius ir iStakiy tipa, oro salygas pries
éminio émimg),

ir neprivalomai:

— mikroby biomasé (pvz., tiesioginis skai¢ius, naudojant akridino oranzinj, arba kolonijas sudaranciy vienety
skaicius),

— neorganiné anglis,

—  chlorofilo a koncentracija kaip specifinis dumbliy biomasés jvertis.

Be to, turéty biti pateikta 3i papildoma informacija apie nuosédas, jei atliekamas suspenduoty nuosédy bandymas:
— nuosédy émimo gylis,

— nuosédy i§vaizda (pvz., spalvotos, purvinos, dumblinos arba smélétos),

— tekstira (pvz., % stambaus smélio, smulkaus smélio, dumblo ir molio),

— sausy suspenduoty kietyjy daleliy masé g/, TOC koncentracija arba masés nuostolis ikaitinus, kaip organi-
nés medziagos kiekio matas,

— pH,

— deguonies koncentracija arba oksidacijos redukcijos potencialas (privaloma, jei néra aiskaus aerobiniy salygy
jrodymo).

Bandymy salygos:

— laiko tarpas nuo éminio paémimo iki jo panaudojimo laboratoriniame bandyme, éminio laikymas ir pradinis
apdorojimas, tyrimy atlikimo data,

— jdétos bandomosios medziagos kiekis, bandomosios ir etaloninés medziagos koncentracija,

— bandomosios medziagos jdéjimo budas, jskaitant tirpikliy naudojima,
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— naudoto pavirsinio vandens ir nuosédy (jei naudotos) tiiris ir analizei imamo kiekvieno méginio tiiris,
— naudotos bandymo sistemos aprasymas,
jei neturi bati uztikrinamos tamsos salygos, informacija apie ,i$sklaidyto $viesos* salygas,

— informacija apie metoda (-us), taikyta (-us) sterilumo kontrolés éminiams gauti (pvz., temperatiira, apdoroji-
my autoklave trukmé ir skaicius),

— inkubavimo temperatiira,

— informacija apie analizés metodus, radiocheminiy matavimy, masés balanso tikrinimo ir fazinio pasiskirsty-
mo matavimo (jei atlickamas) metoda (-us),

— kartotiniy éminiy skaicius.
Rezultatai:
— atgavimo procentinés dalies vertés (zr. 1.7.1 skirsnj),

— taikyty analizés metody pakartojamumas ir jautrumas, jskaitant aptikimo ribg (LOD) ir kiekybinio nustaty-
mo ribg (LOQ) (zr. 1.7.2 skirsnj),

—  visy matavimy duomenys (jskaitant méginiy émimo laiko taskus) ir apskaiciuotos vertés lenteliy ir skaidymo
kreiviy pavidalu; kiekvienai bandymo koncentracijai ir kiekvienai kartotinio éminio kolbai nurodomas loga-
ritminio grafiko tiesinés koreliacijos krypties koeficientas, vélavimo tarpsnio ir pirmojo laipsnio arba pseu-
dopirmojo laipsnio greicio konstantos (jei jmanoma) jvertis, atitinkama skaidymo puséjimo trukmé (arba
puséjimo periodas, ts),

— ataskaitoje atitinkamos vertés pateikiamos kaip atskiry kartotiniy éminiy rezultaty vidurkis, pvz., vélavimo
tarpsnio trukmés, skaidymo greicio konstantos ir skaidymo pusé¢jimo trukmés (arba tsy),

— sistema priskiriama prie neprisitaikiusios arba prisitaikiusios pagal skaidymo kreivés iSvaizdg ir galima ban-
dymo koncentracijos jtaka,

— galutinio masés balanso tikrinimo ir fazinio pasiskirstymo matavimy (jei buvo atlickami) rezultatai,
—  mineralizuotos '*C dalis ir galutinis pirminio skaidymo lygis, jei tajkoma specifiné analizé,

— jdéty ir pagrindiniy virsmo produkty identifikavimas, moliné koncentracija ir procentiné dalis
(zr. 1.8.9.5 skirsnio pirmajg pastraipg), jei tinka,

— sitlomas virsmo kelias, jei tinka,

— rezultaty aptarimas.
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1 Priedas
14C Fazinis pasiskirstymas

Norint patikrinti procediirg, jprasti lickamojo suminio organinés '*C aktyvumo (TOA) matavimai turéty biiti papildyti ma-
siy balanso matavimais, jskaitant tiesioginj i$siskyrusio ir absorbentu sugauto '*CO, nustatyma (zr. 3 prieda).
Patvirtintas '*CO, susidarymas jau pats savaime yra tiesioginis biologinio skaidymo, bet ne abiotinio skaidymo arba kity
mazéjimo mechanizmy, pvz., garavimo ir sorbcijos, jrodymas. Papildoma naudinga informacija, apibidinanti biologinio
skaidumo charakteristikas, gali biiti gauta matuojant TOA pasiskirstymg tarp skystosios fazés (itirpusios organinés '*C ak-
tyvuma DOA) ir kietyjy daleliy fazés (kietyjy daleliy organinés '*C aktyvuma POA), kietasias daleles atskyrus membraniniu
filtravimu arba centrifugavimu. Be bandomosios medziagos anglies, kuri buvo panaudota naujy lasteliy medziagai sintetin-
ti ir taip pateko i kietaja biomasg, POA sudaro bandomoji medziaga, sorbuota ant mikroby biomasés ir ant kity kietyjy da-
leliy. IStirpusios organinés medziagos '*C susidarymas gali biiti jvertintas kaip DOA biologinio skaidymo pabaigoje
(skaidymo kaip laiko funkcijos kreivés gulscioji dalis).

Liekamosios '*C faziniam pasiskirstymui pasirinktuose éminiuose jvertinti, éminiai filtruojami per 0,22 ym arba 0,45 pm
membraninj filtrg, pagaminta i§ medziagos, kuri neadsorbuoja dideliy bandomosios medziagos kiekiy (gali tikti polikarbo-
natiniai filtrai). Jei bandomosios medziagos sorbcija ant filtro per didelé, kad j ja biity galima neatsizvelgti (turi bati tikrina-
ma prie§ bandyma), vietoj filtravimo galima naudoti didelio greicio centrifugavima (2 000 g; 10 min).

Filtratas arba centrifugatas apdorojamas taip, kaip 3 priede aprasyta nefiltruotiems éminiams. Membraniniai filtrai i3tirpi-
nami atitinkamame scintiliacijos skystyje ir skaiciuojama kaip visuomet, paprastai taikant tik iSorinio etalono santykio me-
todg gesinimo pataisai jvertinti, arba naudojamas éminio oksidatorius. Jei buvo naudojamas centrifugavimas, susidariusi
kietyjy daleliy tableté suspenduojama 1-2 ml distiliuoto vandens ir skystis supilamas j scintiliacijos buteliukg. Centrifuga-
vimo meégintuvélis du kartus plaunamas 1 ml distiliuoto vandens ir plovimo vanduo supilamas i buteliuka. Prireikus su-
spensija gali biti ilieta i gelj scintiliacijai skystyje skaiciuoti.
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2 Priedas
Pusiau nepertraukiamo skaidymo procediira

Gali tekti inkubuoti keliems ménesiams pakankamam patvariy medziagy skaidymo laipsniui pasiekti. Bandymo trukmé pa-
prastai neturéty bati ilgesné kaip 60 pary, iSskyrus kai pradinio vandens éminio charakteristikos i$laikomos atnaujinant ban-
dymo suspensija. Tac¢iau bandymo laikotarpis gali biiti pratestas iki ne daugiau kaip 90 pary neatnaujinant bandymo
suspensijos, jei bandomosios medziagos skaidymas prasidéjo per pirmasias 60 pary.

Inkubuojant ilgg laika gali sumazeti mikroby populiacijos jvairové dél jvairiy iSnykimo mechanizmy ir dél galimo vandens
éminio pagrindiniy mitybiniy medzZiagy ir pirminiy anglies substraty iSeikvojimo. Todél létai skaidomy medziagy skaidymo
greiCiui nustatyti rekomenduojama taikyti pusiau nepertraukiama bandyma. Bandymas turéty biti pradetas taikant pusiau
nepertraukiama procediira, jei ankstesnis patyrimas rodo, kad reikés trijy ménesiy inkubavimo laikotarpio 20 % medziagos
skaidymo laipsniui pasiekti. Kitu baidu jprastas atskiry éminiy bandymas gali bati pakeistas pusiau nepertraukiamu bandy-
mu, jei mazdaug per 60 bandymo pary, taikant atskiry éminiy procediira, bandomosios medziagos skaidymas neprasidéjo.
Pusiau nepertraukiama procedira gali bati sustabdyta ir bandymas tesiamas kaip atskiry éminiy bandymas, kai yra pasie-
kiamas didelis skaidymo laipsnis (pvz., > 20 %).

Atliekant pusiau nepertraukiamg bandyma, mazdaug trecdalis bandymo suspensijos tario kas dvi savaites kei¢iamas i§ nau-
jo paimtu vandeniu su bandomaja medziaga, kurios koncentracija atitinka prading koncentracijg. Tokiu pat budu i pakaitinj
vandenj jdedama nuosedy, kuriy koncentracija atitinka prading koncentracija (nuo 0,01 iki 1 gfl), jei atlickamas neprivalo-
mas suspenduoty nuosédy bandymas. Atliekant suspenduoty nuosédy bandyma svarbu, kad keic¢iant vandenj bty islai-
koma visiskai suspenduoty daleliy sistema ir kad baty vienoda kietyjy daleliy ir vandens buvimo trukmé, nes priesingu atveju
galima netekti laukiamo panaSumo su vienalyte vandenine sistema be nejudanciyjy faziy. Dél iy priezasciy buty geriau, jei
taikant pusiau nepertraukiama procediira suspenduoty nuosédy pradiné koncentracija atitikty nurodyto intervalo apatines
vertes.

Daroma prielaida, kad dél nustatyty bandomosios medziagos kiekiy jdéjimo i3 dalies atnaujinant bandymo suspensijg, pra-
diné bandomosios medziagos koncentracija néra virijama, taigi i§vengiama adaptacijos, kuri daznai stebima esant didelei
bandomosios medziagos koncentracijai. Kadangi procediirg sudaro pakartotinis s¢jimas ir suvartoty mitybiniy medziagy bei
pirminiy substraty kompensavimas, atstatoma pradiné mikroby jvairové ir bandymo trukmé i§ esmés gali bati begaliné. Rei-
kia atkreipti démesj, kad taikant pusiau nepertraukiamg procediirg turi biti daroma lickamosios bandomosios medziagos
koncentracijos pataisa dél bandomosios medziagos kiekio, pridéto ir pasalinto per kiekvieng atnaujinimo procediira. Jei jun-
giniy sorbcija maza, vietoj suminés bandomosios medziagos koncentracijos galima naudoti itirpusios bandomosios me-
dziagos koncentracija ir atvirksciai. Nurodytomis salygomis (0,1-1 g kietyjy daleliy/l) mazai sorbuojamos (< 5 %) medziagos,
kuriy log K, < 3 (tinka neutraliems, lipofiliniams junginiams). Tai galima jrodyti siuo apskai¢iavimo pavyzdziu. 0,1 g/l kie-
tyjy daleliy atitinka mazdaug 10 mg anglies viename litre (anglies dalis f. = 0,01). Darant prielaida, kad:

log K, (bandomosios medziagos) = 3,
Koo = 0,42 x K,
pasiskirstymo koeficientas, Ky = fc x K,

istirpusiai medziagai tenkanti suminés koncentracijos dalis (C vandenyje (C,,)/C suminé (C,) yra:

Co/Co=1/(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, x f x $S) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999.
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3 Priedas

14C0O, Nustatymas

Netiesioginis '*CO, nustatymas

Atliekant jprastus matavimus, netiesioginis metodas paprastai reikalauja maziausiai laiko ir yra tiksliausias, jei bandomoji
medziaga yra nelaki ir nevirsta lakiais virsmo produktais. Nefiltruoti méginiai pvz., 5 ml tario, tiesiog supilami i scintiliaci-
jos buteliukus. Tinkamas meéginiy pradinis aktyvumas yra 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq) ir maziausias pradinis ak-
tyvumas yra apie 1 000 dpm. CO, turéty bati pasalintas, parigstinus iki pH 2—3 1-2 lasais koncentruotos H;PO, arba HCL.
CO, galima pasalinti, barbotuojant org mazdaug %-1 h. Kitaip buteliukus galima stipriai purtyti 1-2 h (pvz., ant mikro-
ploksteliy purtyklés) arba per naktj purtant $velniau. CO, $alinimo procediros efektyvumas turi biti tikrinamas (pratgsiant
aeravimo arba purtymo trukmeg). Ipilama scintiliacijos skyscio, tinkamo vandeniniy méginiy scintiliacijai skaiciuoti, mégi-
nys maiSomas stikuriniu maiSytuvu ir radioaktyvumas nustatomas skai¢iuojant scintiliacija skystyje ir atimant fono akty-
vuma, nustatytg bandymo tus¢iajam éminiui (Fy). Jei bandymo vanduo néra labai spalvotas arba kietyjy daleliy koncentracija
néra didelé, méginiy gesinimas bus tolygus ir pataisoms dél gesinimo daryti pakakty iSorinio etalono. Jei bandymo vanduo
yra labai spalvotas, pataisg dél gesinimo gali tekti daryti naudojant vidinj etalong. Jei kietyjy daleliy koncentracija yra didele,
gali bati nejmanoma gauti vienalycio tirpalo arba gelio arba gali labai skirtis méginiy gesinimas. Tokiu atveju galima taikyti
toliau aprasyta skaiciavimo metoda, taikoma bandymo suspensijoms. Jei bandymas atlickamas kaip suspenduoty nuosédy
bandymas, '*CO, galima matuoti netiesiogiai, imant vienalytj 10 ml bandymo vandens ir suspensijos méginj ir atskiriant
fazes centrifugavimu, esant tinkamam pagreiciui (pvz., 40 000 m/s?, 15 min). Véliau vandeniné fazé apdorojama kaip pir-
miau aprasyta. Kietyjy daleliy fazés '*C aktyvumui (POA) nustatyti nuosédas vél suspenduojamos mazame tiiryje distiliuoto
vandens, suspensija supilama i scintiliacijos buteliukus ir jpilama scintiliacijos skyscio geliui gauti (Siam tikslui yra specialas
scintiliacijos skysciai). Atsizvelgiant i kietyjy daleliy tipa (pvz., organiniy medziagy kiekj jose), gal bity tikslinga méginj per
naktj skaidyti audiniy soliubilizavimo priemone ir prie$ jpilant scintiliacijos skys¢io homogenizuoti siikuriniu maisytuvu.
Kitaip POA gali biti nustatytas méginj sudeginant oksidacijos jrenginyje, esant deguonies pertekliui. Skaiciuojant visuomet
reikéty jtraukti vidinius etalonus, ir gali tekti daryti pataisas dél gesinimo, kiekvienam atskiram méginiui naudojant vidinj
etalong.

Tiesioginis '*CO, nustatymas

Jei isiskyres *CO, yra matuojamas tiesiogiai, tai turéty biiti daroma ruogiant daugiau kolby bandymo pradzioje, kiekvie-
nam matavimui imti visa bandymo kolbos turinj, ji riigtinti iki pH 2-3 ir surinkti '*CO, vidiniu (bandymo pradZioje jdétu
i kickvieng bandymo kolba) arba iSoriniu absorbentu. Absorbentu gali bati Sarmas (pvz., 1 N NaOH tirpalas arba NaOH gra-
nulés), etanolaminas, absorbentai etanolamino pagrindu ir prekyboje esantys absorbentai. Atliekant tiesioginj '*CO, mata-
vimg, kolbos turéty bati uzdarytos, pvz., butilkau¢iuko membrana.
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1a paveikslas.

Aritmetinio duomeny grafiko pavyzdys (liekamasis aktyvumas kaip laiko funkcija)
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IV PRIEDAS

C.26. LEMNA SPP. AUGIMO INHIBAVIMO BANDYMAS

1. METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 221 (2006) (1). Daug ES institucijy sutaria, kad tiriant ryskiy spalvy medziagas
Lemna bandymas yra tinkama dumbliy bandymo alternatyva (2)(3).

1.1. IVADAS

Sis bandymo metodas yra skirtas medziagy toksiskumui genties Lemna (pliidena) gélavandeniams augalams jver-
tinti. Jis yra pagristas esamomis rekomendacijomis (4)(5)(6)(7)(8)(9), bet i ji jtraukti siy metody pakeitimai, sie-
kiant atsizvelgti | naujus tyrimus ir konsultacijas dél daugelio pagrindiniy problemy. Pasiilyto metodo
tinkamumas buvo patvirtintas atliekant tarptautinj tarplaboratorinj bandyma (10).

Siame bandymo metode aprasomas toksiskumo bandymas naudojant Lemna gibba ir Lemna minor riisis, kurios
abi buvo pladiai tiriamos ir yra pirmiau nurodyty standarty tiriamasis objektas. Lemna spp. Klasifikavimas yra su-
detingas, nes jj apsunkina didelio kiekio fenotipy buvimas. Nors Lemna atsakas  toksines medziagas gali bti ge-
netinis kintamumas, $iuo metu nepakanka duomeny apie $io kintamumo 3altinj, kad $iam bandymui baty galima
rekomenduoti specifinj klona. Reikéty pazyméti, kad bandymas néra atliekamas steriliai, bet atlickant atskiras ban-
dymo pakopas imamasi Zingsniy kiek jmanoma sumazinti uzkrétima kitais organizmais.

Aprasytos bandymo su bandymo tirpalo atnaujinimu (pusiau stacionariojo ir pratekamojo srauto) ir be atnauji-
nimo (stacionariojo) detalés. Atsizvelgiant j bandymo tikslus ir norminius reikalavimus, rekomenduojama i$na-
grinéti galimybe taikyti pusiau stacionaryjj ir pratekamojo srauto metodus, pvz., jei medziagos greit i$nyksta i3
tirpalo dél garavimo, fotocheminio skaidymo, nusédimo arba biologinio skaidymo. Papildomi nurodymai pa-
teikti (11).

1.2. APIBREZTYS
Siame bandymo metode vartojamos $ios apibréztys ir santrumpos:

Biomasé: populiacija sudarancios sausos gyvos medziagos masé. Siame bandyme vietoj biomasés paprastai ma-
tuojami pakaitiniai parametrai, pvz., gniuzuly skaicius arba gniuzuly plotas, taigi terminas ,biomas¢“ taikomas ir
Siems pakaitiniams matams.

Chlorozé: gniuzuly audinio pageltimas.

Klonas: organizmas arba lastel¢, gauta i§ vieno individo nelytinio dauginimosi bidu. Taigi to paties klono indi-
vidai yra genetiskai tapatis.

Kolonija: sujungty moteriniy ir dukteriniy gniuzuly (paprastai nuo 2 iki 4) sankaupa. Kartais vadinama augalu.

EC,: bandymo terpéje iStirpusios bandomosios medziagos koncentracija, kuriai esant Lemna augimo greitis per
nustatytg veikimo laikotarpij (tiksliai nurodoma, jei nukrypsta nuo visos arba normalios bandymo trukmés) su-
mazéja x % (pvz., 50 %). EC vertei, gautai pagal augimo greitj arba pagal iSeiga, vienareik§miskai Zyméti vartoja-
mi simboliai ,E.C* augimo greiciui ir ,E C“iSeigai, toliau nurodant naudotg matuojama kintamaji, pvz., E.C
(gniuzuly skaicius).

Pratekamojo srauto: bandymas, kurj atliekant bandymo tirpalai kei¢iami nepertraukiamai.

Gniuzulas: atskira (paviené) pliidenos augalo ,lapo formos* struktiira. Tai yra maziausiais galintis daugintis vie-
netas, t. y. individas.

Gumbuotumas: Zymi gumbuoty arba iSsipGitusiy gniuzuly i§vaizda.
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Augimas: matuojamo kintamojo, pvz., gniuZuly skaiciaus, sausos medziagos masés, Sviezios medziagos masés
arba gniuzuly ploto, didéjimas bandymo laikotarpiu.

Augimo greitis (vidutinis savitasis augimo greitis): logaritminis biomasés didéjimas veikimo laikotarpiu.

Maziausia stebimo poveikio koncentracija (LOEC): maziausia bandomosios medziagos koncentracija, kuriai
esant medziagos poveikis augimo mazéjimui per nustatyta veikimo laikotarpj yra statistiskai reik§mingas paly-
ginti su kontroliniais éminiais (kai p < 0,05). Taciau esant visoms didesnéms kaip LOEC bandymo koncentracijos
vertéms, kenksmingas poveikis turi biiti lygus arba didesnis nei poveikis, kuris biity esant LOEC. Kai negalima
jvykdyti siy dviejy salygy, turi bati pateiktas iSsamus paaiskinimas, kaip buvo pasirinkta LOEC (taigi ir NOEC)
verte.

Matuojami kintamieji: visy tipy kintamieji, kurie yra matuojami bandymo rezultatui ireiksti, naudojant viena
arba daugiau skirtingy atsako kintamyjy. Siame metode matuojami kintamieji yra gniuzuly skaicius, gniuzuly plo-
tas, SvieZios medziagos masé ir sausos medziagos masé.

Monokultiira: vienos riisies augaly kultiira.

Nekrozé: Zuves (t. y. baltas arba vandens persisunkes) gniuzuly audinys.

Nestebimo poveikio koncentracija (NOEC): vos mazesné nei LOEC bandymo koncentracija.
Fenotipas: stebimos organizmo charakteristikos, nustatomos pagal jo geny saveika su aplinka.

Atsako kintamieji: toksiskumui jvertinti naudojami kintamieji, gauti pagal bet kurj nors i§ matuojamy kinta-
muyjy, skirtingais apskaiciavimo metodais apibuidinanciy biomase. Siame metode i§ matuojamy kintamuyjy gauti
atsako kintamieji yra gniuzuly skaicius, gniuzuly plotas, $viezios medziagos masé arba sausos medziagos mase.

Pusiau stacionarusis (atnaujinimo) bandymas: bandymas, kurj atlickant bandymo tirpalas periodiskai keicia-
mas po tam tikro laiko tarpo.

Stacionarusis bandymas: bandymas, kurj atliekant bandymo tirpalas neatnaujinamas.

Bandymo rezultatas: aprao bendrajj veiksnj, kurj siekiama pakeisti palyginti su kontroliniu éminiu, veikiant
bandomaja chemine medziaga. Siame bandymo metode bandymo rezultatas yra augimo inhibavimas, kuris gali
bati iSreikstas skirtingais atsako kintamaisiais, pagristais vienu arba daugiau matuojamuyjy kintamyjy.

Bandymo terpé: visiskai paruosta sintetiné kultaros terpé, kurioje auga bandomosios medziagos veikiami ban-
dymo augalai. Bandomoji medZziaga paprastai tirpinama bandymo terpéje.

ISeiga: matuojamo kintamojo verté biomasés skirtumui veikimo laikotarpio pabaigoje ir pradzioje isreiksti.

BANDYMO ESME

Pagal eksponentés désnj augancios Lemna genties augaly kultiiros septyniy pary laikotarpiu auginamos kaip mo-
nokultiira esant skirtingoms bandomosios medziagos tirpalo koncentracijos vertéms. Bandymo tikslas — su me-
dziaga susijusiy poveikiy vegetatyviniam augimui $iuo laikotarpiu kickybinis jvertinimas, pagristas pasirinkty
matuojamy kintamyjy jvertinimu. GniuZuly skaicius yra pagrindinis matuojamas kintamasis. Be to, nustatomas
dar bent vienas kitas matuojamas kintamasis (suminis gniuzuly plotas, sausos medziagos mas¢ arba §viezios me-
dziagos mas¢), kadangi kitus matuojamus kintamuosius kai kurios medziagos gali veikti labiau nei gniuzuly skai-
¢iy. Norint kiekybiskai jvertinti su medziaga susijusius poveikius, augimas bandymo tirpaluose yra lyginamas su
augimu kontroliniuose éminiuose ir nustatoma apibréztg augimo greicio mazéjima x % (pvz., 50 %) sukelianti
koncentracija, kuri iSreiskiama EC, (pvz., EC5).

Bandymo rezultatas yra augimo inhibavimas, ireiskiamas kaip logaritminis matuojamo kintamojo padidéjimas
(vidutinis savitasis augimo greitis) veikimo laikotarpiu. Pagal bandymo tirpaly serijoje gautus vidutinius savituo-
sius augimo greicius nustatoma apibréztg augimo grei¢io mazéjima x % (pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri
iSreiskiama E,C, (pvz., E.Cs).
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Siame metode taikomas papildomas atsako kintamasis — iSeiga, kuris gali biiti reikalingas kai kuriy valstybiy nu-
statytiems specifiniams norminiams reikalavimams jvykdyti. Jis yra apibréziamas kaip biomasés veikimo laiko-
tarpio pabaigoje ir pradzZioje skirtumas. Pagal bandymo tirpaly serijoje gautg iSeiga apskaiciuojama apibrézta
iSeigos mazéjimg x % (pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri i$reiskiama E,C, (pvz., E,Cs).

Be to, galima statistiskai nustatyti maziausig stebimo poveikio koncentracijg (LOEC) ir nestebimo poveikio kon-
centracija (NOEC).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA MEDZIAGA

Turéty bati atitinkamo jautrio analizés metodas medziagos kiekiui bandymo terpéje kiekybiskai nustatyti.

Informacij apie bandomaja medziaga, kuri gali biiti naudinga bandymo salygoms nustatyti, sudaro struktarine
formulé¢, grynumas, tirpumas vandenyje, patvarumas veikiant vandeniui ir $viesai, pK,, K, gary slégis ir biolo-
ginis skaidumas. Tirpumas vandenyje ir gary slégis gali biiti naudojamas Henrio désnio konstantai apskaiciuoti,
kuri rodyty, ar atliekant bandyma yra tikimybé prarasti didelj bandomosios medziagos kiek. Tai padéty nustatyti,
ar reikéty imtis konkreciy priemoniy tokiems nuostoliams kontroliuoti. Jei duomenys apie bandomosios me-
dziagos tirpumg ir patvaruma yra abejotini, Sias savybes rekomenduojama jvertinti bandymo salygomis, t. y. ban-
dymui naudotos auginimo terpés, temperatiiros, apdvietimo rezimo salygomis.

Jei yra ypac svarbu kontroliuoti bandymo terpés pH verte, pvz., kai bandomi metalai arba vandenyje nepatvarios
medziagos, i auginimo terp¢ rekomenduojama ipilti buferinio tirpalo (zr. 1.7.4 skirsnio pirmaja pastraipa). Pa-
pildomi nurodymai, kaip bandyti medziagas, kuriy fizikinés cheminés savybés apsunkina jy bandymus, yra pa-
teikti (11) nuorodoje.

ETALONINE MEDZIAGA

Kaip priemoné bandymo procediirai patikrinti gali bati bandoma (-os) etaloniné (-és) medziaga (-os), pvz., 3,5-
dichlorfenolis, naudotas tarptautiniame tarplaboratoriniame bandyme (10). Patartina etaloning medziagg bandy-
ti bent du kartus per metus arba lygiagreciai bandomosios medziagos toksiskumo nustatymui, jei bandymai
atliekami reciau.

BANDYMO TINKAMUMAS

Kad bandymas bity tinkamas, gniuzuly skaic¢iaus kontroliniuose éminiuose dvigubéjimo trukmé turi bati trum-
pesne kaip 2,5 paros (60 h), atitinkanti padid¢jima mazdaug septynis kartus per septynias paras ir vidutinj savi-
tajj augimo greitj 0,275 d™*. Siame bandymo metode aprasytomis terpiy ir bandymo salygomis §j kriterijy galima
pasiekti atliekant stacionaryjj bandyma (8). Be to, tikimasi, kad §j kriterijy bus galima pasiekti pusiau staciona-
riojo ir pratekamojo srauto bandymo salygomis. Dvigubéjimo trukmés apskaiciavimas pateiktas 2.1 skirsnyje.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

Visa jranga, kuri lie¢iasi su bandymo terpe, turéty biiti pagaminta vien tik i3 stiklo arba kitos chemiskai inertinés
medziagos. Stikliniai indai, skirti kultiroms auginti ir bandymams atlikti, turéty bati iSvalyti nuo cheminiy me-
dziagy priemaiSy, kurios galéty bati iSplautos | bandymo terpe, ir jie turéty buti steriliis. Bandymo indai turéty
bati pakankamai platis, kad skirtingy kolonijy gniuzulai kontroliniy éminiy induose galéty augti nesant sanklo-
tos bandymo pabaigoje. Neturi reik§més, jei $aknys lie¢ia bandymo indy dugna, bet patartina naudoti ne mazes-
nio kaip 20 mm gylio ir 100 ml tario indus. Nesvarbu kokio tipo bandymo indai pasirenkami, jei jie atitinka Siuos
reikalavimus. Tinka atitinkamy matmeny cheminés stiklings, kristalizatoriai arba stiklinés Petri lekstelés. Bandy-
mo indai turi bati uzdengti garavimui ir atsitiktiniam uZtersimui sumazinti, bet tuo pat metu turi uztikrinti ba-
tinus oro mainus. Tinkami bandymo indai ir ypa¢ dang¢iai neturi mesti Ses¢liy arba pakeisti §viesos spektrines
charakteristikas.

Kultiros ir bandymo indai neturéty buti laikomi kartu. Geriausia tai biity pasiekti naudojant atskiras klimatines
auginimo kameras, inkubatorius arba patalpas. Turi bati jmanoma kontroliuoti ir uztikrinti pastovaus lygio ap-
§vietimg ir temperatiirg (Zr. 1.7.8 skirsnj).
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Bandymo organizmas

Siam bandymui naudojamas organizmas yra Lemna gibba arba Lemna minor. Toksiskumo bandymui naudojamy
plideny rtsiy trumpas aprasymas pateiktas 1 priedélyje. Augaliné medziaga gali bati gauta i3 kultdros rinkinio,
kitos laboratorijos arba i§ lauko. Jei kultiira renkama lauke, kulttirai auginami augalai bent aStuonias savaites pries
bandyma turéty bati laikomi toje pacioje terpéje, kuri naudojama bandymams. Pradinéms kultGroms rinkti nau-
dojamose lauko vietose neturi bati akivaizdziy uzkrétimo Saltiniy. Jei kultGiros gaunamos i§ kitos laboratorijos
arba is kultaros rinkinio, jos turéty biti panasiai laikomos bent tris savaites. Ataskaitoje turéty bati visuomet nu-
rodytas bandymui naudojamos augalinés medziagos Saltinis, risis ir klonas (jei Zinomas).

Turéty biti naudojamos monokultiiros, kurios neturéty aiskiai matomy uzkrétimo kitais organizmais, pvz., dum-
bliais ir pirmuonimis, pozymiy. Sveikus L. minor augalus sudaro kolonijos, turin¢ios nuo dviejy iki penkiy gniu-
zuly, tuo tarpu sveikas L. gibba kolonijas gali sudaryti iki septyniy gniuZuly.

Bandymui naudojamy augaly kokybé ir vienodumas darys didele jtakg bandymo rezultatui, todél jie turéty bati
kruopsciai atrenkami. Turéty bati naudojami jauni, greitai augantys augalai, neturintys matomy pazeidimy arba
spalvos pokycio (chlorozés). Geros kokybés kultiros pozymis — didelis skaicius kolonijy, kurias sudaryty bent du
gniuzulai. Didelis vieno gniuzulo kolonijy skai¢ius rodo aplinkos sukelt stresg, pvz., dél riboto mitybiniy me-
dziagy kiekio, ir tokiy kultiiry augaliné medziaga bandymams neturéty biti naudojama.

Auginimas

Norint sumazinti kultiiros priezitiros daznuma (pvz., kai tam tikrg laikotarpj nesiruosiama atlikti bandymy su
Lemna), kulttiras galima laikyti sumazinto ap$vietimo ir temperatiiros (4-10 °C) saglygomis. Kultfiros auginimo de-
talés pateiktos 2 priedélyje. Esant akivaizdiems uzkrétimo dumbliais arba kitais organizmais pozymiams, turéty
bati atlieckamas Lemna gniuzuly daliniy éminiy pavirsinis sterilizavimas, juos véliau pernesant i naujai paruosta
terpe (Zr. 2 priedélj). Jei taip atsitinka, likusi uzkrésta kulttira turéty bati pasalinta.

Bent septynios paros prie§ bandyma pakankamas skaicius kolonijy steriliu biidu pernesamas i nauj sterilia terpg,
kurioje kulttira 7-10 pary auginama bandymo salygomis.

Bandymo terpé

Lemna minor ir Lemna gibba rekomenduojamos skirtingos terpés, kaip aprasyta toliau. Reikéty labai kruopsciai i3-
nagrinéti pH reguliuoti skirto buferinio tirpalo (MOPS (4-morfolinpropansulfonriigsties, CAS Nr. 1132-61-2; El-
NECS Nr. 214-478-5) L. minor terpéje ir NaHCO; L. gibba terpéje) naudojima bandymo terpéje, jei kyla jtarimy,
kad jis gali reaguoti su bandomaja medziaga ir gali veikti jos toksiskumo pasireiskima. Be to, priimtina Steinbergo
terpé (12), jei ji atitinka bandymo tinkamumo kriterijus.

L. minor auginti ir bandyti rekomenduojama modifikuota Svedijos standarto (SIS) Lemna auginimo terpé. Sios ter-
pés sudétis pateikta 3 priedélyje.

L. gibba auginti ir bandyti rekomenduojama auginimo terpé 20X — AAP, aprasyta 3 priedélyje.

Be to, L. minor tinka Steinbergo terp¢, apraSyta 3 priedélyje, bet ji gali baiti naudojama ir L. gibba auginti, jei ati-
tinka bandymo tinkamumo kriterijus.

Bandymo tirpalai

Bandymo tirpalai paprastai ruosiami skiedZiant pradinj tirpala. Bandomosios medziagos pradiniai tirpalai daz-
niausiai ruodiami tirpinant medZziaga auginimo terpéje.

Didziausia bandyta bandomosios medziagos koncentracija paprastai neturéty biti didesné nei medziagos tirpuma
bandymo salygomis atitinkanti koncentracija. Taciau reikéty pazyméti, kad Lemna spp. plaukia pavir§iumi ir gali
bati veikiama medziagy, kurios kaupiasi vandens ir oro sgly¢io pavirsiuje (pvz., mazai vandenyje tirpiy, hidro-
fobiniy arba pavirinio aktyvumo medziagy). Tokiomis aplinkybémis veikia kitos nei tirpale esancios medziagos
ir bandymo koncentracijos vertés, atsizvelgiant { bandomosios medziagos charakteristikas, gali bati didesnés nei
tirpumo vandenyje verté. Jei bandomosios medziagos mazai tirpsta vandenyje, koncentruota pradinj tirpalg arba
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medziagos dispersija gali tekti ruosti naudojant organinj tirpiklj arba dispergenta, kad bity lengviau jdeti tikslius
bandomosios medziagos kiekius j bandymo terpg ir palengvinti jos dispergavima ir tirpinima. Reikia kiek jma-
noma vengti naudoti tokias medziagas. Neturi bati fitotoksiskumo dél tokiy pagalbiniy tirpikliy arba dispergenty
naudojimo. Pvz., jprasty tirpikliy, kurie nesukelia fitotoksiskumo, kai jy koncentracija ne didesné nei 100 pl-1°?,
sarade yra acetonas ir dimetilformamidas. Jei naudojamas tirpiklis arba dispergentas, jo galutiné koncentracija tu-
réty biiti nurodyta ataskaitoje ir biiti kiek jmanoma mazesné (< 100 pl1™"), be to, visuose apdorotuose ir kont-
roliniuose éminiuose turéty biti vienoda tirpiklio arba dispergento koncentracija. Papildomi nurodymai dél
dispergenty naudojimo pateikti (11).

Bandymo ir kontroliniy éminiy grupés

I3ankstiniai bandomosios medziagos toksiskumo Lemna duomenys, pvz., intervalo nustatymo bandymo, padéty
pasirinkti tinkamas bandymo koncentracijos vertes. Atliekant galutinj toksiskumo nustatymo bandyma, turéty
bati pasirinktos bent penkios koncentracijos vertés, i§déstytos pagal geometring progresija. Pageidautina, kad gre-
timy bandymo koncentracijos verciy santykis bty ne didesnis kaip 3,2, bet $i verté gali bati didesng, jei kon-
centracijos ir atsako santykio kreivé yra gulscia. Reikéty pagristi maZesnio nei penkiy koncentracijos verciy
skaic¢iaus naudojima. Kiekvienai koncentracijai turéty biiti naudojami bent trys kartotiniai éminiai.

Nustatant bandymo koncentracijos ver¢iy intervalg (intervalo nustatymo ir (arba) galutinio toksiskumo bandy-
mo), reikéty atsizvelgti i Sias aplinkybes:

— Norint nustatyti EC, vertg, ji turéty bati tarp bandymo koncentracijos ver¢iy reikiamam pasikliautinumo lyg-
meniui uztikrinti. Pvz., jei jvertinama ECs,, didZiausia bandymo koncentracija turéty bati didesné nei EC5,
verte. Jei ECs, verté yra uz bandymo koncentracijos ver¢iy intervalo riby, atitinkami pasikliautinieji inter-
valai bus dideli ir gali bati nejmanomas tinkamas statistinio modelio atitikimo jvertinimas.

—  Jei reikia jvertinti LOEC/NOEC, maziausia bandymo koncentracija turéty biiti pakankamai maza, kad augi-
mas nebiity gerokai maZesnis nei kontroliniuose éminiuose. Be to, didziausia bandymo koncentracija turéty
biti gana didelé, augimas biity gerokai maZesnis nei kontroliniuose éminiuose. Jei taip néra, bandyma rei-
kes pakartoti taikant kita koncentracijos verciy intervala (i$skyrus kai didziausia koncentracija atitinka ribi-
ng tirpumo vandenyje koncentracijg arba didziausia reikiama ribing koncentracijg, pvz., 100 mg-1™).

Atliekant kiekvieng bandyma turéty biti kontroliniai éminiai, kuriuos sudaryty ta pati kaip ir bandymo induose
mitybiné terpé, tas pats gniuzuly ir kolonijy skaicius, tos pacios aplinkos sglygos ir procediiros, tik nebiity ban-
domosios medziagos. Jei naudojamas pagalbinis tirpiklis arba dispergentas, turéty biti jtrauktas papildomas kont-
rolinis eminys, turintis tirpiklio (dispergento), kurio koncentracija atitikty naudojama induose su bandomaja
medZiaga. Biity gerai, jei kartotiniy kontroliniy éminiy indy skaicius (ir tirpiklio indy, jei naudojamas) biity bent
du kartus didesnis nei kiekvienai bandymo koncentracijai naudojamy indy skaicius.

Jei nereikia nustatyti NOEC, bandymo schema gali bati pakeista padidinant koncentracijos verciy skaiciy ir su-
mazinant kiekvienos bandymo koncentracijos kartotiniy éminiy skaiciy. Taciau kartotiniy kontroliniy éminiy
skai¢ius turi biti ne mazesnis kaip trys.

Veikimas

Kolonijos, sudarytos i§ 2-4 matomy gniuzuly paimamos i§ s¢jimo kultaros indo ir steriliomis salygomis atsitik-
tinai paskirstomos tarp bandymo indy. Kiekviename inde turéty bati i§ viso 9-12 gniuzuly. Kiekviename ban-
dymo inde turéty bati vienodas gniuzuly ir kolonijy skaiCius. Patyrimas, sukauptas taikant §j metods, ir
tarplaboratorinio tyrimo duomenys parodé¢, kad naudojant tris kartotinius vienos koncentracijos éminius, kuriy
kiekviename i§ pradziy buty 9-12 gniuzuly, pakanka aptikti skirtumus tarp apdoroty éminiy augimo, esant
4-7 % inhibavimui, apskai¢iuotam pagal augimo greitj (10-15 %, apskai¢iuotam pagal iSeiga) (10).

Reikia taikyti atsitiktinio bandymo indy i§déstymo inkubatoriuje schema, siekiant kiek jmanoma sumazinti pa-
déties erdveje, $viesos intensyvumo arba temperatiiros skirtumy jtaka. Be to, atliekant stebéjimus reikia taikyti blo-
king schemg arba atsitiktinj indy padéties keitima (arba dazniau keisti padétj).
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Jei iSankstinis patvarumo bandymas rodo, kad nejmanoma uztikrinti bandomosios medziagos koncentracijos (t.
y. iSmatuotoji koncentracija sumazéja iki maziau kaip 80 % iSmatuotos pradinés koncentracijos) visa bandymo
trukme (7 paras), rekomenduojamas pusiau stacionarusis bandymo rezimas. Siuo atveju kolonijoms veikti nau-
dojami bandymo ir kontroliniy éminiy tirpalai turéty bati kei¢iami naujais bent du kartus per bandyma (pvz.,
3 ir 5 para). Daznis, kuriuo terpé keiciama i naujg, priklausys nuo bandomosios medziagos patvarumo; dazniau
gali tekti keisti labai nepatvariy arba lakiy medziagy tirpalus, siekiant uZtikrinti beveik pastovias koncentracijos
vertes. Kai kuriomis aplinkybémis gali tekti taikyti pratekamojo srauto procediirg (11)(13).

Veikimo per lapus (purskiant) scenarijus pagal §j bandymo metoda netaikomas, vietoj to zr. (14).

Inkubavimo sglygos

Siekiant uZtikrinti $viesos intensyvuma, pasirenkamga 85-135 pE:m s ™' (atitinka 6 500-10 000 liuksy) inter-
vale, kai optimaly fotosintezés diapazona atitinkanti spinduliuoté (400-700 nm) matuojama tokiu pat atstumu
nuo $viesos $altinio, kaip ir Lemna gniuzulai, turéty biti naudojama nuolatiné Siltai arba $altai balta liuminescen-
ciniy lempy $viesa. Sviesos intensyvumas vir§ bandymo vietos neturi kisti daugiau kaip * 15 % pasirinkto $viesos
intensyvumo. I$matuotg verte veiks Sviesos aptikimo ir matavimo metodas, ypa¢ jutiklio tipas. Sferiniai jutikliai
(kurie reaguoja i $viesa, krintancia visais kampais vir§ ir Zemiau matavimo plokstumos) ir ,kosinusiniai jutikliai
(kurie reaguoja i $viesg, krintancig visais kampais vir§ matavimo plokstumos) yra geresni nei vienos krypties ju-
tikliai, ir Siame bandyme aprasytam daugiataskio Sviesos 3altinio tipui bus gaunami didesni rodmenys.

Temperatiira bandymo induose turéty biti 24 * 2 °C. Bandymo metu kontroliniy éminiy terpés pH neturéty pa-
dideti daugiau kaip 1,5 vieneto. Taciau didesnis nei 1,5 vieneto nuokrypis nepaneigty bandymo tinkamumo, jei
bty galima jrodyti, kai tinkamumo kriterijai yra vykdomi. Reikia imtis papildomy atsargumo priemoniy dél pH
kitimo specialiais atvejais, pvz., bandant nepatvarias medziagas arba metalus. Papildomi nurodymai pateikti (11).

Trukmé

Bandymas baigiamas praéjus 7 paroms nuo augaly pernesimo j bandymo indus.

Matavimai ir analiziniai nustatymai

Bandymo pradzioje suskai¢iuojamas ir uzraSomas gniuZuly skai¢ius bandymo induose, imantis priemoniy uz-
tikrinti, kad baty jskaityti atsikise, aiskiai matomi gniuzulai. GniuZuly skaicius, ar jis biity normalus arba nenor-
malus, turi biiti nustatytas bandymo pradzioje, bent karta kas 3 paras veikimo laikotarpiu (t. y. bent 2 kartus 7
pary laikotarpiu) ir bandymo pabaigoje. Turéty biti pazymeti augaly vystymosi poky¢iai, pvz., gniuzuly dydzio,
i$vaizdos, nekrozés pozymiai, chlorozé arba gumbuotumas, kolonijy smulkéjimas arba plidrumo netekimas, sak-
ny ilgis ir ivaizda. Be to, reikéty pazymeti reiksmingas bandymo terpés savybes (pvz., neistirpusios medziagos
buvima, dumbliy augimg bandymo inde).

Be gniuzuly skai¢iaus nustatymo bandymo eigoje, dar jvertinamas bandomosios medziagos poveikis vienam (ar-
ba daugiau) i3 $iy matuojamy kintamuyjy:

(i) suminiam gniuZuly plotui;

(i) sausos medziagos masei;

(iii) $viezios medziagos masei.

Suminio gniuzuly ploto pranaumas — ji galima nustatyti kiekviename bandymo ir kontrolinio éminio inde ban-
dymo pradzioje, jo eigoje ir pabaigoje. Sausos arba Sviezios medziagos masé turéty bati nustatyta bandymo pra-
dzioje, imant s¢jimo kultiiros éminj, atitinkantj bandymo pradzioje naudojama kulttira, ir bandymo pabaigoje,
imant augaline medziaga i3 kiekvieno bandymo ir kontrolinio éminio indo. Jei gniuzuly plotas nematuojamas,
geriau matuoti sausos medziagos masg, bet ne $viezios medziagos mase.

Suminis gniuzuly plotas, sausos medZiagos maseé ir Sviezios medziagos masé gali biti nustatyta taip:
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i) Suminis gniuZuly plotas: Visy kolonijy suminis gniuzuly plotas gali biti nustatytas atliekant vaizdy analizg.
Bandymo indo ir augaly siluetas gali biiti fiksuojamas vaizdo kamera (t. y. pastacius indg ant $viesos dé-
2¢s) ir gautas vaizdas apdorojamas skaitmeniniu biidu. Véliau kalibruojant pagal plokscius Zinomo ploto
vaizdus, gali bati nustatytas suminis gniuzuly plotas. Reikéty imtis priemoniy indo krasto sukeltiems truk-
dziams pasalinti. Taikant kita daugiau darbo reikalaujantj metoda, daroma bandymo indy ir augaly fotoko-
pija, iSpjaunamas gautas kolonijy siluetas ir jy plotas nustatomas lapy ploto analizatoriumi arba naudojant
milimetrinj popieriy. Be to, gali tikti kiti metodai (pvz., kolonijy silueto ploto ir vienetinio ploto popieriaus
masés santykis).

(ii)  Sausos medziagos masé: Visy bandymo indy visos kolonijos surenkamos ir plaunamos distiliuotu arba dejo-
nizuotu vandeniu. Sausinamos sugeriamuoju popieriumi vandens pertekliui pasalinti ir dZiovinamos 60 °C
temperatiroje iki pastovios masés. Turéty biti jskaityti visi Sakny likuciai. Sausos medziagos masé turéty
bati iSreiksta bent 0,1 mg tikslumu.

(iii) Sviezios medziagos masé: Visos kolonijos surenkamos i i§ anksto pasvertus polistireno (arba kitos inertinés me-
dziagos) mégintuvélius su mazomis (1 mm) skylutemis uzapvalintuose dugnuose. Mégintuvéliai 10 min
centrifuguojami 3 000 min™" apsisukimy dazniu, esant kambario temperatiirai. Mégintuvéliai su sausomis
kolonijomis sveriami i§ naujo ir $viezios medziagos masé apskai¢iuojama atimant tuscio mégintuvélio mase.

Matavimy ir analiziniy nustatymy daznis

Jei taikoma stacionariojo bandymo schema, kiekvieno apdoroto éminio pH verté turéty bati matuojama bandy-
mo pradzioje ir pabaigoje. Jei taikoma pusiau stacionariojo bandymo schema, turéty bati matuojama kiekvienos
naujos bandymo tirpalo dalies pH verté pries kiekviena atnaujinimg ir dar atitinkamo panaudoto tirpalo pH verté.

Sviesos intensyvumas turéty biiti matuojamas tose auginimo kameros, inkubatoriaus arba patalpos vietose, ku-
rios nuo $viesos $altinio nutolusios tokiu pat atstumu kaip ir Lemna gniuZulai. Matuojama bent vieng kartg ban-
dymo laikotarpiu. Terpés temperatiira pakaitiniame inde, kuris laikomas tokioms paciomis auginimo kameros,
inkubatoriaus arba patalpos salygomis, turéty biiti uzraSoma bent karta per diena.

Bandomosios medziagos koncentracijos vertés yra nustatomos bandymo eigoje atitinkamais laiko tarpais. Ma-
Ziausias reikalavimas atliekant stacionariuosius bandymus yra koncentracijos matavimas bandymo pradzioje ir
pabaigoje.

Atliekant pusiau stacionariuosius bandymus, kai nelaukiama, kad bandomosios medziagos koncentracija nesi-
keis daugiau kaip + 20 % palyginti su vardine koncentracija, biitina analizuoti visus naujai paruo$tus bandymo
tirpalus ir pacius atnaujintus tirpalus kiekvieno atnaujinimo momentu (zr. 1.7.7 skirsnio treciaja pastraipag). Ta-
Ciau atliekant tuos bandymus, kuriy i§matuota pradiné bandomosios medziagos koncentracija neatitinka vardi-
nés + 20 % tikslumu, bet apie kuriuos galima pateikti pakankamai jrodanciy duomeny, kad pradinés
koncentracijos vertés yra atkartojamos ir pastovios (t. y. atitinka 80-120 % pradinés koncentracijos intervala), ga-
lima atlikti tik didZiausios ir maziausios bandymo koncentracijos tirpaly cheming analizg¢. Visais atvejais bando-
mosios medziagos koncentracija reikia nustatyti tik viename kiekvienos bandymo koncentracijos kartotinio
éminio inde (arba analizuoti sujungty kartotiniy éminiy turinj).

Jei atlickamas pratekamojo srauto bandymas, tinka éminiy émimo reZimas, taikomas apradytiems pusiau stacio-
nariesiems bandymams, jskaitant analize¢ bandymo pradzioje, pusiaukeléje ir bandymo pabaigoje, bet $iuo atveju
nereikia matuoti panaudoty tirpaly koncentracijos. Atliekant $io tipo bandymus, skiediklio ir bandomosios me-
dziagos tirpalo arba bandomosios medziagos pradinio tirpalo srautas turéty biti tikrinamas kasdien.

Jei yra duomeny, kad visa bandyma bandomosios medziagos koncentracijos kitimas buvo patenkinamas ir ne di-
desnis kaip * 20 % vardinés arba imatuotos pradinés koncentracijos vertés, rezultaty analize galima atlikti pagal
varding arba i$matuota prading verte. Jei nuokrypis nuo vardinés arba iSmatuotos pradinés koncentracijos yra di-
desnis kaip + 20 %, rezultaty analizé turéty biti atlickama pagal veikimo laikotarpio geometrinio vidurkio kon-
centracijg arba taikant modelius, aprasancius bandomosios medziagos koncentracijos mazéjima (11).



L 220/82

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

2009 8 24

1.7.11.

2.1.

2.2.

Ribinis bandymas

Kai kuriomis aplinkybémis, pvz., kai pradinis bandymas rodo, kad bandomosios medziagos toksinis poveikis ne-
pasireiskia esant mazesnei kai 100 mg-"* arba tirpuma bandymo terpéje atitinkanciai koncentracijai (kuri biity
mazesné), galima atlikti ribinj bandyma, kuriame bity lyginami kontrolinés grupés ir vienos apdoroty éminiy gru-
pés (100 mg1™" arba tirpumo vertei lygi koncentracija) atsakai. Labai rekomenduojama, kad jis biity patvirtintas
atliekant veikimo koncentracijos analiz¢. Labai rekomenduojama, kad jis baity patvirtintas analizuojant veikian-
¢ios medziagos koncentracija. Ribiniam bandymui taikomos visos anksciau apradytos bandymo salygos ir tinka-
mumo kriterijai, i§skyrus tai, kad kartotiniy apdoroty éminiy turéty biti du kartus daugiau. Vidurkiams palyginti
augimas kontroliniy ir apdoroty éminiy grupése gali bati analizuojamas taikant statistinj kriterijy, pvz., Stjuden-
to t kriterijy.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

DVIGUBEJIMO TRUKME

Norint nustatyti gniuzuly skaiciaus dvigubéjimo trukme (Tg) ir tyrimo atitiktj Siam tinkamumo kriterijui (1.6 skirs-
nis), gautiems kontroliniy éminiy duomenims taikoma §i formulé:

Ty=1In2/p

kurioje p yra vidutinis savitasis augimo greitis, nustatytas kaip aprasyta 2.2.1 skirsnio pirmojoje ir antrojoje
pastraipoje.

ATSAKO KINTAMIEJI

Bandymo tikslas — nustatyti bandomosios medziagos poveikj Lemna vegetatyviniam augimui. Siame bandymo
metode aprayti du atsako kintamieji, nes valstybés narés juos skirtingai vertina ir skiriasi norminiai reikalavimai.
Siekiant uZztikrinti rezultaty priimtinuma visose valstybése narése, poveikis turéty bati jvertintas taikant abu to-
liau aprasytus atsako kintamuosius a ir b.

a)  Vidutinis savitasis augimo greitis: §is atsako kintamasis yra apskai¢iuojamas pagal kontroliniy éminiy ir kiek-
vienos apdoroty éminiy grupés gniuzuly skaiciaus logaritmo ir papildomai kity matuojamy parametry (su-
minio gniuzuly ploto, sausos medziagos masés arba §viezios medziagos masés) logaritmo pokytj per laika
(iSreiskiama para). Jis kartais vadinamas santykiniu augimo greiciu (15).

b) I3eiga: Sis atsako kintamasis yra apskai¢iuojamas pagal kontroliniy éminiy ir kiekvienos apdoroty éminiy
grupés gniuzuly skaiciaus ir papildomai kity matuojamy parametry (suminio gniuzuly ploto, sausos arba
$viezios medziagos masés) pokytj bandymo laikotarpiu.

Reikéty pazyméti, kad néra lygintinos toksiskumo vertés, apskaiciuotos taikant $iuos du kintamuosius, ir $is skir-
tumas turi biti suvoktas naudojant bandymo rezultatus. Dél atitinkamy metody matematinio pagrindo, savitojo
augimo greicio vidurkiu pagristos EC, vertés (E,C,), paprastai bus didesnés nei iSeiga pagristi rezultatai (E,C,), jei
laikomasi $io bandymo metodo sglygy. Tai neturéty biiti interpretuojama kaip dviejy atsako kintamyjy jautrio
skirtumas, tiesiog vertés skiriasi matematiskai. Vidutinio savitojo augimo grei¢io sgvoka pagrista bendraja pla-
deny eksponentinio augimo neribojamose kultiirose schema, kuria taikant toksiskumas jvertinamas pagal povei-
ki augimo greiciui, kuris nepriklauso nuo kontroliniams éminiams gauto absoliutaus savitojo augimo greicio
lygio, koncentracijos ir atsako kreivés krypties koeficiento arba nuo bandymo trukmeés. Priesingai, rezultatai, pa-
gristi iSeiga kaip atsako kintamuoju, priklauso nuo visy $iy kity kintamuyjy. E,C, priklauso nuo kiekviename ban-
dyme naudojamy pliideny rasiy savitojo augimo greicio ir nuo didZiausio savitojo augimo greicio, kuris gali biiti
skirtingas pliideny riisims ir netgi klonams. Sis atsako kintamasis neturéty biiti taikomas lyginant pliideny riisiy
arba net skirtingy klony jautrj toksinems medziagoms. Nors toksiskumui jvertinti moksliniu pozitriu bty ge-
riau taikyti vidutinj savitajj augimo greiti, iSeiga pagristi toksiskumo jverciai irgi yra jtraukti i §j bandymo meto-
da, sickiant atitikti kai kuriy 3aliy galiojanc¢iy norminiy teisés akty reikalavimus.
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Toksiskumo jverciai turéty bti pagristi gniuzuly skaic¢iumi ir vienu papildomu matuojamu kintamuoju (suminiu
gniuzuly plotu, sausos medZiagos mase arba $viezios medziagos mase), nes kai kurios medziagos gali veikti kita
matuojamg kintamajj gerokai stipriau nei gniuzuly skaiciy. Sis poveikis nebfity nustatytas apskaiciuojant vien tik
gniuzuly skaiciy.

Gniuzuly skaicius ir visi kiti uZrasyti matuojami kintamieji, t. y. suminis gniuzuly plotas, sausos medziagos masé
arba $viezios medziagos masé, suraSomi j lenteles kartu su kiekviena matavima atitinkan¢iomis bandomosios me-
dziagos koncentracijos vertémis. Vélesné duomeny analizé, pvz., LOEC, NOEC arba EC, jvertinti, turéty bati pa-
grista atskiry kartotiniy éminiy vertémis, bet ne apskaiciuota kiekvienos apdoroty éminiy grupés vidurkiu.

Vidutinis savitasis augimo greitis

Vidutinis savitasis augimo greitis tam tikru laikotarpiu apskai¢iuojamas kiekvienam kontroliniam ir apdorotam
kartotiniam éminiui kaip augimo kintamyjy: gniuzuly skaiiaus ir vieno kito matuojamo kintamojo (suminio
gniuzuly ploto, sausos arba $viezios medZiagos masés), logaritminis padidéjimas, taikant $ig formule:

ln(N}.) ~In(N)

P’i_j = t

— W vidutinis savitasis augimo greitis per laika i —j
— N;  bandymo arba kontrolinio indo matuojamas kintamasis laiku i
— N: bandymo arba kontrolinio indo matuojamas kintamasis laiku j

— tlaikotarpis nuo i iki j

Kiekvienai apdoroty ir kontroliniy éminiy grupei apskai¢iuojama augimo grei¢io vidutiné verté ir dispersijos
jverciai.

Turéty biti apskaiciuotas viso bandymo laikotarpio (pirmiau pateiktoje formuléje i yra bandymo pradzios laikas,
j — bandymo pabaigos laikas) vidutinis savitasis augimo greitis. Kiekvienai bandymo koncentracijai ir kontroli-
niam éminiui apskaic¢iuojama vidutinio savitojo augimo greicio vidutiné verté ir dispersijos jverciai. Be to, turéty
bati jvertintas augimo greitis atskirais laikotarpiais, kad baty galima jvertinti bandomosios medziagos poveikius
veikimo laikotarpiu (pvz., nagrinéjant logaritmines augimo kreives). Dideli atskiriems laikotarpiams gauty augi-
mo greiciy ir vidutinio augimo greicio skirtumai rodo, kad yra nuokrypis nuo pastovaus eksponentinio augimo
ir kad reikia atlikti nuodugny augimo kreiviy tyrima. Siuo atveju apskai¢iavimas su atsarga biity apdoroty kul-
tiry savitojo augimo greicio didziausiu inhibavimo laikotarpiu ir kontroliniy éminiy augimo greicio tuo paciu
laikotarpiu lyginimas.

Kiekvieno apdoroto kartotinio éminio augimo grei¢io mazéjimas procentais (I,) gali biti apskai¢iuotas kiekvienai
koncentracijai (apdoroty éminiy grupei) pagal $ia lygtj:

He ~Hy,
%l = u x 100

r

He

Cia:
— 9%, vidutinio savitojo augimo grei¢io mazéjimas procentais;
— pBe o kontroliniy éminiy p vidutiné verté;
— pp apdoroty éminiy grupés p vidutiné verte.
ISeiga

Poveikis iSeigai nustatomas kiekvienam bandymo indui pagal du bandymo pradzioje ir pabaigoje matuojamus
kintamuosius: gniuzuly skaiciy ir viena kita matuojama kintamajj (suminj gniuzuly plota, sausos medziagos masg
arba $vieZios medziagos masg). Sausos arba Sviezios medziagos pradiné biomasé nustatoma pagal gniuzuly émi-
nj, imamg i§ tos pacios kultdiros, kuri s¢jama j bandymo indus (Zr. 1.7.3 skirsnio antrgja pastraipg). Kiekvienai
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bandymo koncentracijai ir kontroliniam éminiui apskaiciuojama iSeigos vidutiné verté ir dispersijos jverciai. Kiek-
vienos apdoroty éminiy grupés vidutinj iSeigos mazéjima procentais (% 1,) galima apskaiciuoti taip:

(bc B bT)

%Iy= x 100

C

Cia:

. e Co .
%]1,:  iSeigos maZejimas procentais
— be kontroliniy éminiy grupés galutinés ir pradinés masiy skirtumas

— by apdoroty éminiy grupés galutings ir pradinés masiy skirtumas

Koncentracijos ir atsako santykio kreiviy bréZimas

Turéty biiti braizomos koncentracijos ir atsako santykio kreivés, kurios susieja atsako kintamojo (I, arba I, aps-
kai¢iuoto kaip parodyta 2.2.1 skirsnio paskutinéje pastraipoje arba 2.2.2 skirsnyje) vidutinj mazéjimo laipsnj pro-
centais ir bandomosios medziagos koncentracijos logaritmg.

EC, jvertinimas

EC, jverciai (pvz., EC5p) turéty biiti pagristi vidutiniu savituoju augimo greiciu (E,C,) ir iSeiga (E,C,), kuriy kiek-
vienas savo ruoZtu turety biti pagristas gniuzuly skai¢iumi ir vienu papildomu matuojamu kintamuoju (suminiu
gniuzuly plotu, sausos medZziagos mase arba $viezios medziagos mase). Tai daroma dél tos priezasties, kad yra
bandomuyjy medziagy, kurios skirtingai veikia gniuzuly skaiciy ir kitus matuojamus kintamuosius. Taigi reikiami
toksiskumo parametrai yra kickvienam inhibavimo laipsniui x apskaiciuotos keturios EC, vertés: E.C, (gniuzuly
skaicius); E,C, (suminis gniuzuly plotas, sausos medZiagos masé arba $viezios medziagos masé); E,C, (gniuzuly
skaicius) ir E,C, (suminis gniuzuly plotas, sausos medziagos mas¢ arba $viezios medziagos masé).

STATISTINES PROCEDUROS

Tikslas — gauti kiekybinj koncentracijos ir atsako santyki, taikant regresing analiz¢. Galima taikyti sverting tiesing
regresija, atlikus atsako duomeny tiesinamaji transformavima, pvz., | probito, logito arba Weibullo vienetus (16),
bet geresnés yra netiesinés regresijos metody procediros, kurias taikant geriau apdorojami nei$vengiami duome-
ny netolygumai ir nukrypimai nuo glodziyjy skirstiniy. Artéjant j nulinj arba visiska inhibavima, tokie netoly-
gumai dél transformavimo gali padidéti ir trukdyti analizei (16). Reikéty pazyméti, kad tipiniai analizés metodai,
taikant probito, logito arba Weibullo transformuotus dydzius, yra skirti dichotominiams (pvz., mirtingumas arba
islikimas) duomenims ir turi biiti modifikuojami, norint juos pritaikyti augimo arba biomasés duomenims. Spe-
cifinés EC, ver¢iy nustatymo pagal tolydziuosius duomenis procediiros yra pateiktos (17), (18) ir (19).

Kiekvienam analizuojamam atsako kintamajam naudojamas koncentracijos ir atsako santykis EC, ver¢iy taski-
niams jverc¢iams apskaiciuoti. Kai jmanoma, turéty bati nustatyti kiekvieno jvercio 95 % pasikliautinieji réZiai. At-
sako duomeny atitiktis regresijos modeliui turéty biti jvertinta grafiskai arba statistiskai. Regresiné analizé turéty
bati atlickama naudojant atskirus kartotiniy éminiy atsakus, bet ne apdoroty éminiy grupiy vidurkius.

Be to, jei turimi regresijos modeliai (metodai) netinka duomenims, ECs, jverciai ir pasikliautinieji réZiai gali biiti
gauti taikant tiesinj interpoliavimg ir savaiminio gerinimo metodus (angly k. bootstrapping) (20).

Norint jvertinti LOEC, taigi ir NOEC, yra bitina palyginti apdoroty éminiy vidutines vertes, taikant dispersinés
analizés (ANOVA) metodus. Tuomet kiekvienai koncentracijai gautas vidurkis turi biiti lyginamas su kontrolinio
éminio vidurkiu, taikant atitinkama kartotiniy palyginimy arba trendo kriterijaus metoda. Gali bati naudingas
Dunnetto arba Williamso kriterijus (21)(22)(23)(24).. Yra biitina jvertinti, ar galioja ANOVA dispersijos vienaly-
tiskumo prielaida. Sj jvertinima galima atlikti grafiskai arba taikant formalyjj kriterijy (25). Tinkami kriterijai yra
Levene arba Bartletto kriterijai. Neatitiktj prielaidai dél dispersijy vienalytiskumo kartais galima pataisyti atliekant
duomeny logaritminj transformavima. Jei dispersijos nevienalytiSkumas yra labai didelis ir jo nejmanoma patai-
syti transformavimo keliu, reikéty nagrinéti galimybe taikyti kitus analizés metodus, pvz., Zingsnio mazinimo
Jonkheere trendo kriterijus. Papildomus nurodymus dél NOEC nustatymo galima rasti (19).
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3.1.

Atsizvelgiant | naujus mokslo pasiekimus rekomenduojama atsisakyti NOEC savokos ir ja pakeisti regresija pa-
gristais EC, taskiniais jverciais. Atitinkama $io Lemna bandymo x verté néra nustatyta. Taciau atrodo, kad tikty i
10-20 % intervala patenkanti verté (pagal pasirinkta atsako kintamajj), ir pageidautina ataskaitoje pateikti abi
EC,, ir EC, vertés.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaita turi sudaryti $i informacija:

Bandomoji medziaga:

— fizikiné biisena ir atitinkamos fizikocheminés savybés, jskaitant ribing tirpumo vandenyje koncentracija,
— cheminio identifikavimo duomenys (pvz., CAS numeris), jskaitant grynuma.

Bandymo rasys:

— mokslinis pavadinimas, klonas (jei Zinomas) ir altinis.

Bandymo salygos:

— taikyta bandymo procediira (stacionarusis, pusiau stacionarusis arba pratekamojo srauto bandymas),
— bandymo pradzios data ir jo trukme,

— bandymo terpe,

— bandymo schemos aprasymas: bandymo indai ir dangciai, tirpaly tariai, kolonijy ir gniuzuly skai¢ius ban-
dymo inde bandymo pradzioje,

— bandymo koncentracijos vertes (vardinés ir iSmatuotos, jei tinka) vienos koncentracijos kartotiniy éminiy
skaicius,

— pradiniy ir bandymo tirpaly ruosimo metodai, jskaitant tirpikliy arba dispergenty naudojima,
— bandymo temperatiira,

—  $viesos Saltinis, Sviesos intensyvumas ir vienalytiSkumas,

— apdoroty ir kontroliniy éminiy terpés pH vertés,

— bandomosios medziagos koncentracijos vertés, analizés metodas ir atitinkami kokybés jvertinimo duome-
nys (tinkamumo patvirtinimo tyrimai, analizés rezultaty standartiniai nuokrypiai arba pasikliautinieji réziai),

— gniuZuly skaiciaus ir kity matuojamy kintamyjy, pvz., sausos medziagos masés, §viezios medziagos masés
arba gniuzuly ploto, nustatymas,

—  visi nukrypimai nuo $io bandymo metodo.
Rezultatai:

— neapdoroti duomenys: gniuzuly skai¢ius kiekviename bandymo ir kontroliniame inde ir kiti matuojami kin-
tamieji kiekvienu stebéjimo ir analizés atveju,

— kiekvieno matuojamo kintamojo vidurkis ir standartinis nuokrypis,

—  kiekviena koncentracija atitinkancios augimo kreives (rekomenduojama matuojama kintamajj logaritmuoti,
zr. 2.2.1 skirsnio antrajg pastraipg),

— kontrolinio éminio dvigubéjimo trukmé (augimo greitis) pagal gniuzuly skaiciy,
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apskaiciuoti kiekvieno apdoroto kartotinio éminio atsako kintamieji, jy vidutinés vertés ir kartotiniy éminiy
variacijos koeficientas,

grafinis koncentracijos ir poveikio santykio pateikimas,

toksiskumo jverciai pagal atsako kintamuosius, pvz., ECs,, EC,, EC,, ir atitinkami pasikliautinieji interva-
lai. Jei buvo apskaiciuotos, LOEC ir NOEC vertés ir jy nustatymo statistiniai metodai,

jei buvo taikytas dispersinés analizés metodas ANOVA, poveikio, kurj galima aptikti, dydis (pvz., maziau-
siais reikSminis skirtumas),

bet koks augimo skatinimas, nustatytas kuriam nors apdorojimo atvejui,
visi stebimi fitotoksiskumo pozymiai ir bandymo tirpaly stebéjimai,

rezultaty aptarimas, jskaitant nukrypimy nuo $io bandymo metodo jtaka bandymo rezultatams.
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1 Priedélis
Lemna SPP ApraSymas.

Vandens augalas, kurio jprastas pavadinimas plidena, Lemna spp., priklauso Lemnaceae Seimai, kurig sudaro kelios pasaulyje
paplitusios keturiy genciy radys. Jy skirtinga i$vaizda ir klasifikavimas yra i§samiai aprasytas (1)(2). Lemna gibba ir L. minor
rusis atitinka vidutinio klimato zony raiis ir paprastai naudojamos toksiskumo bandymams atlikti. Abi rsis turi plaukio-
jantj arba panardinta disko formos kamieng (gniuzula) ir i§ apatinio kiekvieno gniuzulo vidurio skleidZiasi labai plona 3ak-
nis. Lemna spp. retai Zydi ir augalai dauginasi vegetatyviniu badu susidarant naujiems gniuzulams (3). Palyginti su senais
augalais jaunesni augalai yra $viesesni, turi trumpesnes Saknis ir yra sudaryti i§ dviejy arba trijy skirtingo dydzio gniuzuly.
Mazo dydzio Lemna yra paprastos struktiiros augalai, kurie dauginasi nelytiniu bidu, ir dél trumpos vienos kartos trukmés
Sios genties augalai labai tinka laboratoriniams bandymams (4)(5).

Kadangi gali skirtis rii$iy jautris, tinka tik vienos rasies jautrio tarpusavio lyginimas.

Bandymams atlikti naudoty Lemna riiSiy pavyzdziai. Rasiy naudojimo nuorodos:

Lemna aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoctialis in
aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology, Stockholm University.

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

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

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

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

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

United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using Lem-
na spp., ,Public draft“. EPA 712-C-96-156. 8pp.

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

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

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

Lemna valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating aquatic weeds. Verh.-
Int. Ver. Limnol., 19:2102-2111.
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2 priedélis
Pradinés kultiiros prieZiara

Pradines kultiiras galima laikyti ilgesnj laikg Zemesnéje temperatiroje (4-10 °C) ir nereikia rekultivuoti. Lemna auginimo ter-
pé gali bati tokia pat, kaip ir bandymo terpé, bet pradinéms kultiiroms galima naudoti kity mitybiniy medziagy turincias
terpes.

Periodiskai tam tikras skaicius jauny, $viesiai Zaliy augaly steriliai perne$ami i naujos kultfiros indus su nauja terpe. Esant
Siame metode siilomoms vésesnéms salygoms, perséti galima ne reciau kaip kas tris ménesius.

KultGiroms auginti turéty bati naudojami chemiskai $varts (riigstimi i$plauti) ir sterils stikliniai indai ir taikomi sterilaus
apdorojimo metodai. Jei pradiné kultira uzkreciama, pvz., dumbliais arba grybeliais, reikia imtis biitiny Zingsniy uzkrato
organizmams pasalinti. Dumbliy ir daugumos kity uzkrecian¢iy organizmy atveju tai galima pasiekti, atlickant pavirsinj ste-
rilizavima. Imamas uzkréstos augalinés medziagos éminys ir nupjaunamos Saknys. Medziaga i§ pradziy stipriai purtoma $va-
riame vandenyje ir nuo 30 s iki 5 minuciy jmerkiama i 0,5 % (V/V) natrio hipochlorito tirpala. Véliau augaliné medziaga
skalaujama steriliu vandeniu ir pernesama keliy atskiry éminiy pavidalu j kultiros auginimo indus su nauja auginimo terpe.
Po tokio apdorojimo daug gniuzuly Zista, ypac ilgiau apdorojant, bet tam tikra likusiy augaly dalis paprastai nebeturi uz-
krato. Jie gali biti naudojami naujoms kultiiroms séti.
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3 Priedelis
Terpés

L. minor ir L. gibba auginti rekomenduojamos skirtingos terpés. L. minor rekomenduojama Svedijos standarto (SIS) terpé, o
L. gibba rekomenduojama 20X AAP terpé. Toliau pateikta abiejy terpiy sudétis. Sioms terpéms ruosti turéty biti naudoja-
mos analiziskai grynos chemines medziagos ir dejonizuotas vanduo.

Svedijos standarto (SIS) Lemna auginimo terpé

—  Pradiniai tirpalai -V sterilizuojami autoklave (120 °C, 15 min) arba filtravimu per membrang (vidutinis akuciy skers-
muo 0,2 pm).

— VI (ir papildomai VII) pradiniai tirpalai sterilizuojami tik filtravimu per membrana; jy negalima apdoroti autoklave.

—  Sterilis pradiniai tirpalai turéty bati laikomi $altai ir tamsoje. I-V pradiniai tirpalai turéty bati pasalinti po Sesiy meé-
nesiy, o VI (ir papildomo VII) tirpaly laikymo trukmé vienas ménuo.

o
Nr. @) (mg1") Elementas KOI(‘;egrf]‘ff‘)c‘la

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

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

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

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

v Na,CO, 40 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnS0, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CusO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NOs), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl, - 6H,0 017 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

Vil i\/l())PS (buferinis tirpa- | 490 490 — —
as

— 1 litrui SIS terpés paruosti | 900 ml dejonizuoto vandens jpilama:

— 10 ml I pradinio tirpalo

— 5 ml II pradinio tirpalo

— 5 ml III pradinio tirpalo

— 5 ml IV pradinio tirpalo

— 1 ml V pradinio tirpalo

— 5 ml VI pradinio tirpalo

— 1 ml VII pradinio tirpalo (papildomai)

Pastaba.:  Papildomo VII pradinio tirpalo (MOPS buferio) gali prireikti tam tikroms bandomosioms medziagoms (zr. 1.4 skirsnio pas-
kuting pastraipa).

— 0,1 mol/l arba 1 mol/l HCI arba NaOH nustatoma pH verté 6,5 + 0,2 ir dejonizuotu vandeniu skiedZiama iki vieno
litro tairio.
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20X AAP auginimo terpé

Pradiniam tirpalams ruosti naudojamas sterilus distiliuotas arba dejonizuotas vanduo.

Sterilis pradiniai tirpalai turéty biti laikomi 3altai ir tamsoje. Pradiniy tirpaly laikymo trukmé tokiomis salygomis yra bent
6—8 savaiteés.

20X — AAP terpei ruodiami penki pradiniai mitybiniy medziagy tirpalai (A1, A2, A3, B ir C), naudojant analiziskai grynas
medziagas. Auginimo terpei gauti 20 ml kiekvieno pradinio mitybiniy medziagy tirpalo jpilama j mazdaug 850 ml dejoni-
zuoto vandens. 0,1 mol/l arba 1 mol/l HCl arba NaOH nustatoma pH verté 7,5 + 0,1 ir dejonizuotu vandeniu skiedZiama iki
vieno litro tario. Terpé filtruojama i sterily indg per 0,2 pm (mazdaug) membraninj filtra.

Bandymams skirta auginimo terpe reikéty ruosti 1-2 paros prie§ naudojima, kad galéty nusistovéti pH verté. Auginimo ter-
peés pH verté turéty biti patikrinta prie§ naudojimg ir prireikus reguliuojama, jpilant 0,1 mol/l arba 1 mol/l NaOH arba HC,
kaip aprasyta pirmiau.

o ) Pradinio tirpalo | Paruostos terpes Paruosta terpé

eI o e e
NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,"2H,0 4,4 90 Ca 24,04

A2 MgSO,-7H,0 15 290 S 38,22

A3 K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

b ZnCl, 3,3 mg ™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™!
CoCl,"6H,0 1,4 mgl™! 29 pgl™ Co 7,1 pgl™?
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mg!l™ 145 pgl™! Mo 58 pgl™
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™! 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(") Jei nenurodyta kitaip.

Inasa: Teoriskai tinkama galutiné hidrokarbonato koncentracija (kuri leisty iSvengti didesnio pH reguliavimo) yra lygi 15 mg/l, bet ne
300 mg/l. Taciau anksciau 20X-AAP terpei ruosti, jskaitant tarplaboratorinj $io metodo tyrimg, buvo naudojama 300 mg/l. (L. Sims,
P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft OECD Test Gui-
deline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency).

STEINBERGO terpé (pagal 1ISO 20079)

Koncentracijos vertés ir pradiniai tirpalai

— Modifikuota Steinbergo terpé naudojama standarte ISO 20079 tik Lemna minor (nes pagal jj leidZziama naudoti tik Lemna
minor), bet bandymai parod¢, kad gery rezultaty galima gauti ir su Lemna gibba.

—  Terpei ruosti turéty biti naudojamos analiziskai grynos cheminés medziagos ir dejonizuotas vanduo.

— Mitybiné terpé ruosiama i§ pradiniy tirpaly arba i§ 10 karty didesnés koncentracijos terpés, kuri yra didziausia terpés
koncentracija, kai dar nesusidaro nuosédos.
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1 lentele.

Pastovios pH vertés STEINBERGO terpé (modifikuota pagal Altenburgerj)

Medziaga Mitybiné terpé
Makroelementai moliné masé mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
Mikroelementai moliné masé g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA dinatrio dihidratas 372,24 1 500,00 4,03
2 lentele.

Pradiniai tirpalai (makroelementy)

1. Makroelementai (50 karty koncentruoti) g/l

1 pradinis tirpalas:

KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
2 pradinis tirpalas:

MgSO, - 7H,0 5,00
3 pradinis tirpalas:

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

3 lentelé.

Pradiniai tirpalai (mikroelementy)

2. Mikroelementai (1 000 karty koncentruoti) mg|l
4 pradinis tirpalas:
H,BO, 120,0
5 pradinis tirpalas:
ZnS0, - 7H,0 180,0
6 pradinis tirpalas:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
7 pradinis tirpalas:
MnCl, - 4H,0 180,0
8 pradinis tirpalas:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA dinatrio dihidratas 1 500,00
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— 2ir 3 pradiniai tirpalai ir atskirai 4-7 pradiniai tirpalai gali biiti supilti kartu (atsizvelgiant i reikiama koncentracija).

—  Siekiant uztikrinti ilgesng laikymo trukme, pradiniai tirpalai 20 min apdorojami autoklave, esant 121 °C, arba atlieka-
mas jy sterilus filtravimas (0,2 pm). Labai rekomenduojama steriliai filtruoti (0,2 pm) 8 pradinj tirpala.

Galutinés koncentracijos STEINBERGO terpés (modifikuotos) ruosimas

— 20ml1,2ir 3 pradiniy tirpaly (Zr. 2 lentele) ipilama { mazdaug 900 ml dejonizuoto vandens, kad baty i$vengta nuo-
sédy susidarymo.

— Ipilama po 1,0 ml 4, 5, 6, 7 ir 8 pradiniy tirpaly (Zr. 3 lentelg).
—  pH verté turéty bati 5,5 + 0,2 (reguliuojama jpilant kiek jmanoma mazesnj NaOH arba HCI tirpalo tiirj).
—  SkiedZiama vandeniu iki 1 000 ml.

—  Jei pradiniai tirpalai yra sterilizuoti ir naudojamas tinkamas vanduo, papildomai sterilizuoti nebitina. Jei sterilizuojama
galutiné terpé, 8 pradinis tirpalas turéty bati jpilamas po terpés apdorojimo autoklave (20 min, esant 121 °C).

10 karty didesnés koncentracijos tarpinés STEINBERGO terpés (modifikuotos) ruosimas
— 20ml 1, 2 ir 3 pradiniy tirpaly (Zr. 2 lentelg) ipilama j mazdaug 30 ml vandens, kad bty i§vengta nuosédy susidarymo.
— Ipilama po 1,0 ml 4, 5, 6, 7 ir 8 pradiniy tirpaly (Zr. 3 lentele). Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

—  Jei pradiniai tirpalai yra sterilizuoti ir naudojamas tinkamas vanduo, papildomai sterilizuoti nebitina. Jei sterilizuojama
galutiné terp¢, 8 pradinis tirpalas turéty bati jpilamas po terpés apdorojimo autoklave (20 min, esant 121 °C).

—  Terpés pH verté (galutinés koncentracijos) turéty bati 5,5 * 0,2.




