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II

(Ne teisékiiros procediira priimami aktai)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) 2016/266
2015 m. gruodzio 7 d.

kuriuo, derinant prie technikos paZangos, i§ dalies keiCiamas Reglamentas (EB) Nr. 440/2008,
nustatantis bandymy metodus pagal Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (EB) Nr. 1907/2006
dél cheminiy medziagy registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH)

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS KOMISIJA,
atsizvelgdama { Sutartj dél Europos Sajungos veikimo,

atsizvelgdama | 2006 m. gruodzio 18 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy
medZiagy registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH), isteigiantj Europos cheminiy medZiagy agentiira,
i§ dalies keiCiantj Direktyva 1999/45/EB bei panaikinantj Tarybos reglamentg (EEB) Nr. 79393, Komisijos reglamenta
(EB) Nr. 1488/94, Tarybos direktyva 76/769/EEB ir Komisijos direktyvas 91/155/EEB, 93/67/EEB, 93/105/EB ir
2000/21/EB ('), ypac i jo 13 straipsnio 2 dalj,

kadangi:

(1) Komisijos reglamente (EB) Nr. 440/2008 () yra iddéstyti pagal Reglamenta (EB) Nr. 1907/2006 taikytini bandymy
metodai, skirti cheminiy medziagy fizikinéms ir cheminéms savybéms, taip pat toksiskumui ir ekotoksiskumui
nustatyti;

(2) Reglamentg (EB) Nr. 440/2008 bitina atnaujinti — jtraukti EBPO neseniai patvirtintus naujus ir atnaujintus
bandymy metodus, taip siekiant atsizvelgti j technikos pazangg ir uZztikrinti, kad, laikantis Europos Parlamento ir
Tarybos direktyvos 2010/63/ES (}) nuostaty, bandymy tikslais biity naudojama maziau gyviiny. Dél Sio projekto
konsultuotasi su suinteresuotaisiais subjektais;

(3)  pritaikymas apima dvide$imt bandymo metody: vienas naujas metodas skirtas fizikinei ir cheminei savybei
nustatyti, jtraukta vienuolika naujy metody ir atnaujinti trys ekotoksiskumo vertinimo bandymy metodai, taip pat
jtraukti penki nauji islikimo ir elgsenos aplinkoje vertinimo metodai;

(4)  todél Reglamentas (EB) Nr. 440/2008 turéty bati atitinkamai i§ dalies pakeistas;

(5)  Siame reglamente numatytos priemonés atitinka pagal Reglamento (EB) Nr. 1907/2006 133 straipsnj jsteigto
komiteto nuomone,

() OLL396,200612 30, p. 1.

(*) 2008 m. geguzés 30 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 440/2008, nustatantis bandymy metodus pagal Europos Parlamento ir Tarybos
reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medziagy registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH) (OL L 142,
2008 531, p.1).

() 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63[ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos
(OLL 276, 2010 10 20, p. 33).
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PRIEME S| REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i§ dalies kei¢iamas pagal $io reglamento prieda.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja trecig dieng po jo paskelbimo Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

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

Priimta Briuselyje 2015 m. gruodzio 7 d.

Komisijos vardu
Pirmininkas
Jean-Claude JUNCKER
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PRIEDAS

Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedas i§ dalies kei¢iamas taip:

1) Priedo pradzioje pries A dalj jraSoma pastaba:

,Pastaba.

Prie§ bet kurj i§ toliau pateikiamy bandymo metody naudojant bandymams su cheminémis medZiagomis,
sudarytomis i§ keliy sudedamyjy daliy (MCS), su neZinomos ar kintamos sudéties medZiagomis, sudedamaisiais
reakcijy produktais ar biologinémis medziagomis (UVCB) arba su miSiniais, jei atitinkamo metodo aprasyme
nenurodyta, ar metodas tinkamas bandymams su MCS, UVCB ar miSiniais atlikti, reikia apsvarstyti, ar metodas
tinkamas numatytam reguliavimo tikslui.

Jei bandymo metodas naudojamas bandymams su MCS, UVCB ar miSiniu atlikti, reikéty, kiek jmanoma, gauti
pakankamai informacijos apie jy sudétj, pvz., nustatant jo sudedamyjy daliy cheminj tapatuma, jy kiekius ir svarbias
ty cheminiy medziagy savybes.”

2) Iterpiamas A.24 skyrius:

,A.24. PASISKIRSTYMO (N-OKTANOLIO | VANDENS) KOEFICIENTAS. DIDELIO SLEGIO SKYSCIY
CHROMATOGRAH]JOS (HPLC) METODAS

[VADAS

Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 117 (2004).

1. Pasiskirstymo koeficientas (P) apibréZiamas kaip medziagos, istirpintos dvifazéje dviejy i§ esmés nesimaiSanciy
tirpikliy sistemoje, pusiausvyros koncentracijy tuose tirpikliuose santykis. Jeigu pasirinkti tirpikliai yra n-
oktanolis ir vanduo, tai:

P _ C, — oktanolis
” Cvanduo

Kadangi pasiskirstymo koeficientas yra dviejy koncentracijos ver¢iy dalmuo, jis yra nedimensinis dydis,
paprastai iSreiskiamas desimtainiu logaritmu.

2. Tiriant cheminiy medziagy i8likima aplinkoje, P, yra vienas svarbiausiy tyrimo parametry. Irodyta, kad tarp
nejonizuotos formos medziagy P, ir jy biologinio kaupimosi Zuvyse esama labai svarbaus rySio. Taip pat
jrodyta, kad P parametra pravartu Zinoti prognozuojant medziagy jgertj i dirvoZzemj bei dugnines nuosédas ir
nustatant kiekybinius medziagy struktfiros ir savybiy rysius, svarbius tiriant labai jvairy biologinj jy poveiki.

3. Taikyti §j bandymo metodg i§ pradziy pasiilyta remiantis C. V. Eadsforth ir P. Moser straipsniu (1). Sio
bandymo metodo kirimg ir EBPO tarplaboratorinj lyginamajj bandyma 1986 m. koordinavo Vokietijos
Federacinés Respublikos aplinkos apsaugos agentiira Umweltbundesamt (2).

PRADINIAI SVARSTYMAI

4. Intervale nuo — 2 iki 4 (kai kada iki 5 ar daugiau) esancios log P, vertés (') gali biiti nustatomos atlickant
bandyma pagal kratomos kolbos metoda (Sio priedo A.8 skyrius, EBPO bandymo gairés Nr. 107). Taikant HPLC
metodg log P intervalas yra nuo 0 iki 6 (1), (2), (3), (4), (5). Pagal pastarajj metoda gali reikéti apskaiciuoti P,
jvertj, kad baity galima parinkti tinkamas etalonines medziagas ir patvirtinti bet kokias i§ bandymo duomeny
padarytas i§vadas. ApskaiCiavimo metodai trumpai aptarti $io bandymo metodo aprasymo priedélyje. Didelio
slégio skys¢iy chromatografija (HPLC) atliekama izokratiniu badu.

5. P vertés priklauso nuo tokiy aplinkos salygy kaip temperatiira, pH, joniné jéga ir t. t., todél, siekiant teisingai
aiskinti P, duomenis, $ios salygos turéty biiti nustatytos atliekant bandyma. Galbiit bus sukurtas kitas metodas
jonizuojamoms medziagoms (Zr., pvz., EBPO gairiy dél pH matavimo metodo taikymo jonizuotoms
medzZiagoms projekta (6)), kurj biity galima taikyti kaip alternatyvy metodg. Nors iy EBPO gairiy projektu gali
bati tinkama remtis nustatant tokiy jonizuojamy medziagy P_, kai kuriais atvejais labiau tinka taikyti HPLC
metodg, pasirinkus aplinkai bidinga pH lygj (zr. 9 skirsnj).

() VirSutiné riba nurodyta todél, kad patikslinus pasiskirstymo pusiausvyra, prie§ imant pavyzdzius analiziniams nustatymams, abu
sluoksniai turi visi$kai atsiskirti vienas nuo kito. Dirbant kruops¢iai, P, ver¢iy virSutiné riba gali biti dar aukstesné.



L 54/4 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1

METODO PRINCIPAS

6.  Atvirkstiniy faziy HPLC atliekama naudojant analizés kolonéles, jkrautas rinkoje parduodamomis kietosiomis
fazémis su ilgomis angliavandeniy grandinémis (pvz., C8, C18), chemiskai sujungtomis su silicio dioksidu.

7. 1 tokiag kolonéle iSvirk§ta cheminé medziaga, perneSama judanciosios fazés, kolonéléje pasiskirsto tarp
judanciosios tirpiklio fazés ir nuostoviosios angliavandeniy fazés. Siose fazése medziagos sulaikomos
proporcingai jy pasiskirstymo angliavandeniy terpéje ir vandenyje koeficientui: pirmiausia eliuuojamos
hidrofilinés, paskiausia — lipofilinés medziagos. MedZziagy sulaikymo trukmé apibiidinama sulaikymo gebos
koeficientu k, kuris isreiskiamas formule

k:tR_tO
to

kurioje t, yra bandomosios medziagos sulaikymo trukmé, o t, — laukimo trukmeé, t. y. kiek laiko vidutinigkai
reikia tirpiklio molekulei prasiskverbti per kolonéle. Kiekybiniy analizés metody taikyti nebitina — tereikia
nustatyti sulaikymo trukme.

8.  Bandomosios medziagos oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficienta galima apskai¢iuoti bandymu nustatant
jos sulaikymo gebos koeficientg k ir jrasant k  lygtj

logP,, =a+b xlogk
kurioje
a ir b yra tiesinés regresijos koeficientai.

Sig lygtj galima sudaryti taikant tiesing regresija etaloniniy medziagy oktanolio | vandens pasiskirstymo
koeficienty logaritmams ty etaloniniy medziagy sulaikymo gebos koeficienty logaritmy atzvilgiu.

9.  Taikant atvirkstiniy faziy HPLC metoda galima gauti pasiskirstymo koeficienty log P jvercius intervale nuo 0
iki 6, taCiau iSimtiniais atvejais log P, gali siekti ir nuo 6 iki 10, todél gali reikéti pakeisti judanciajg faze (3).
Sis metodas netinka stiprioms riigitims ir bazéms, kompleksiniams metaly junginiams, su eliuentu reaguo-
jan¢ioms medziagoms ar pavir§inio aktyvumo medziagoms. Nejonizuotos formos jonizuojamy medziagy
(laisvyjy ragsciy arba laisvyjy baziy) matavimus galima atlikti tik naudojant tinkama buferinj tirpala, kurio pH
lygis nesiekty pK, (laisvosios rigsties) arba virSyty pK, (laisvosios bazés). Taip pat galbiit bus sukurtas
jonizuojamy medziagy bandymo pH-metrinis metodas (6), kurj baty galima taikyti kaip alternatyvy metoda
(6). Jeigu log P, verté nustatoma siekiant klasifikuoti aplinkai gresiancius pavojus ar vertinti rizikg aplinkai,
bandymo pH intervalas turéty biti toks pat, kaip gamtinéje aplinkoje, t. y. nuo 5,0 iki 9.

10. Kartais gauty rezultaty aiSkinimas gali bati sudétingas dél priemaiSy, dél kuriy sunku grafike tinkamai priskirti
smailes. Jeigu tiriant miSinj gauti rezultatai sudaro neisskaidyta juosta, ataskaitoje reikéty nurodyti vir§uting ir
zemutine log P, ribas ir kiekvienos log P, smailés procentinj plota. Homologinés grupés misiniy atveju taip
pat reikéty nurodyti svertinj log P vidurkj (7), apskaiciuotg pagal atskiras P vertes ir atitinkamy smailiy
ploto procentines vertes (8). SkaiCiuojant reikéty atsizvelgti | visas smailes, kurios uZima 5 % arba daugiau
bendro visy smailiy ploto (9):

(log P,,;) (% ploto (%
log P,,, svertinis vidurkis = 2, log )( ¢ ploto) = 2. (log o) (%: ploto)
bendras smailiy plotas % >_, %ploto

Svertinj log P vidurkj tinka naudoti tik tada, kai cheminés medziagos arba misiniai (pvz. talo alyvos)
priklauso homologinei eilei, kaip antai alkany grupei. Atliekant misiniy matavimus, patikimus rezultatus galima
gauti naudojant analitinj detektoriy, jei jis vienodai jautriai reaguoja i visas misinio sudétyje esancias medziagas
ir jei jas bity galima tinkamai atskirti.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

11. Prie§ taikant § metodg reikéty Zinoti bandomosios medziagos disociacijos konstantg, struktiiring formule ir
tirpumg judanciojoje fazéje. Taip pat naudinga turéti informacijos apie jos hidrolize.
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12.

13.

14.

15.

KOKYBES KRITERIJAI

Kad matavimai baity patikimesni, reikiami nustatymai turi biti atlieckami po du kartus.

— Pakartojamumas. Kartojant matavimus vienodomis sglygomis ir naudojant tas pacias etalonines medziagas,
gautos log P, vertés turéty sutapti + 0,1 log vieneto tikslumu.

— Atkuriamumas. Jeigu kartojant matavimus naudojamos kitos etaloninés medZiagos, galima gauti skirtingus
rezultatus. Pasirinkty bandomyjy medziagy log k ir log Pow santykio koreliacijos koeficientas R paprastai
yra apie 0,9 ir atitinka oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficienta log Pow + 0,5 log vieneto tikslumu.

Per tarplaboratorinj lyginamajj bandyma nustatyta, kad taikant HPLC metodg galima gauti log P, vertes, £ 0,5
vieneto besiskirian¢ias nuo pagal kratomos kolbos metodg gaunamy ver¢iy (2). Daugiau palyginimy galima
rasti literatdiros Saltiniuose (4), (5), (10), (11), (12). Tiksliausi rezultatai gaunami i§ koreliacijos grafiky, sudaryty
naudojant struktiriskai susijusias etalonines medziagas (13).

ETALONINES MEDZIAGOS

Siekiant susieti i§matuota cheminés medZiagos sulaikymo gebos koeficientg k su jos P, reikia nubrézti bent 6
tasky kalibracing kreive (Zr. 24 skirsnj). Tinkamas etalonines medZiagas parenka naudotojas. Bandomosios
medziagos log P turéty patekti i etaloniniy medziagy log P, verciy intervalg, t. y. bent vienos etaloninés
medziagos P, turéty biti didesnis, o kitos — maZesnis negu bandomosios medziagos P_,. Ekstrapoliavima
reikéty taikyti tik iSimtiniais atvejais. Patartina naudoti bandomajai medziagai struktiri§kai artimas etalonines
medziagas. Etaloniniy medZiagy log P, vertés kalibravimui turéty bati gautos i§ patikimy bandymy duomeny,
taciau kai medziagoms biidingos didelés (paprastai virSijancios 4) log P, vertés, o patikimy bandymy duomeny
néra, galima naudoti apskaiiuotas vertes. Jeigu naudojamos ekstrapoliuotos vertés, reikéty nurodyti ribing
verte.

Yra paskelbti daugelio cheminiy medziagy grupiy log P, verciy i§samiis sgraai (14) (15). Jeigu néra duomeny
apie struktariskai artimy medziagy pasiskirstymo koeficientus, galima atlikti daugiau bendro pobudzio
kalibravimg naudojant kitas etalonines medziagas. Rekomenduojamos etaloninés medziagos ir jy P, vertés
i§vardytos 1 lenteléje. Jonizuojamy medziagy atveju joje nurodytos nejonizuotos formos vertés. Siy verciy
patikimumas ir kokybé patikrinti per tarplaboratorinj lyginamajj bandyma.

1 lentelé.

Rekomenduojamos etaloninés medZiagos

CAS Nr. Etaloniné medziaga log P, pKa
1 78-93-3 2-butanonas 0,3
(metiletilketonas)

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

3 62-53-3 Anilinas 0,9

4 103-84-4 Acetanilidas 1,0

5 100-51-6 Benzilo alkoholis 1,1

6 150-76-5 4-metoksifenolis 1,3 pKa =10,26
7 122-59-8 Fenoksiacto rgstis 1,4 pKa = 3,12
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CAS Nr. Etaloniné medziaga log P, pKa

8 108-95-2 Fenolis 1,5 pKa = 9,92

9 51-28-5 2,4-dinitrofenolis 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benznitrilas 1,6
11 140-29-4 Fenilacetonitrilas 1,6
12 589-18-4 4-metilbenzilo alkoholis 1,6
13 98-86-2 Acetofenonas 1,7
14 88-75-5 2-nitrofenolis 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 3-nitrobenzenkarboniné riigstis 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-chloranilinas 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzenas 1,9
18 104-54-1 Cinamilo alkoholis 1,9

(stirolis)

19 65-85-0 Benzenkarboksirtigstis 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-krezolis 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Cinamono riigstis 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(trans) 4,44 (trans)

22 100-66-3 Anizolas 2,1
23 93-58-3 Metilbenzenkarboksilatas 2,1
24 71-43-2 Benzenas 2,1
25 99-04-7 3-metilbenzenkarboniné riigstis 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-chlorfenolis 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trichloretilenas 2,4
28 1912-24-9 Atrazinas 2,6
29 93-89-0 Etilbenzenkarboksilatas 2,6

30 1194-65-6 2,6-dichlorbenznitrilas 2,6

31 535-80-8 3-chlorbenzenkarboniné ragstis 2,7 pKa = 3,82
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CAS Nr. Etaloniné medziaga log P, pKa
32 108-88-3 Toluenas 2,7
33 90-15-3 1-naftolis 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-dichloranilinas 2,8
35 108-90-7 Chlorbenzenas 2,8
36 1746-13-0 Alilfenileteris 2,9
37 108-86-1 Brombenzenas 3,0
38 100-41-4 Etilbenzenas 3,2
39 119-61-9 Benzofenonas 3,2
40 92-69-3 4-fenilfenolis 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timolis 3,3
42 106-46-7 1,4-dichlorbenzenas 3,4
43 122-39-4 Difenilaminas 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naftalenas 3,6
45 93-99-2 Fenilo benzoatas 3,6
46 98-82-8 Izopropilbenzenas 3,7
47 88-06-2 2,4,6-trichlorfenolis 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenilas 4,0
49 120-51-4 Benzilbenzenkarboksilatas 4,0
50 88-85-7 2,4-dinitro-6-(antr- butil)-fenolis 41
51 120-82-1 1,2,4-trichlorbenzenas 42
52 143-07-7 Dodekano riigstis 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Difenileteris 42
54 85-01-8 Fenantrenas 4,5
55 104-51-8 n-butilbenzenas 4,6
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CAS Nr. Etaloniné medziaga log P, pKa
56 103-29-7 Dibenzilas 4,8
57 3558-69-8 2,6-difenilpiridinas 4,9
58 206-44-0 Fluorantenas 5,1
59 603-34-9 Trifenilaminas 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

METODO APRASYMAS
Pasiskirstymo koeficiento iSankstinis jvertis

16. Jei butina nustatyti apytikrj bandomosios medziagos pasiskirstymo koeficients, geriausia tai daryti taikant
apskai¢iavimo metodg (zr. priedelj) arba, kai tinka, naudojant bandomosios medziagos tirpumo grynuose
tirpikliuose santyki.

Aparatiira

17. Bandymui atlikti reikalingas skystafazis chromatografas su mazai pulsuojanciu siurbliu ir tinkama aptikimo
sistema. Daugelio jvairiy grupiy cheminéms medziagoms tinka naudoti 210 nm bangy ilgio UV detektoriy arba
lazio rodiklio (RI) detektoriy. Nuostoviojoje fazéje esancios polinés grupés gali labai sutrikdyti HPLC kolonélés
veikimg, todél poliniy grupiy procentas nuostoviosiose fazése turéty bati minimalus (16). Galima naudoti
rinkoje parduodamas mikrodaleliy atvirkstiniy faziy jkrovas arba jau jkrautas kolonéles. Tarp iSvirkstimo
sistemos ir analizés kolonélés gali bati jdéta apsauginé kolonéleé.

Judancioji fazé

18. Eliuentinis tirpiklis ruodiamas i§ HPLC tinkamo metanolio ir distiliuoto arba dejonizuoto vandens ir pries
naudojant nudujinamas. Eliuavimas turéty biti izokratinis. Metanolio ir vandens santykis turéty bati toks, kad
vandens biity ne maziau kaip 25 %. Medziagoms, kuriy log P = 6, eliuuoti per valanda, esant 1 ml/min. debitui,
paprastai pakanka, kad metanolio ir vandens santykis miSinyje biity 3:1 (tdriniais procentais). Kai medziagos
log P virSija 6, elivavimo (taip pat ir etaloniniy medziagy) trukme gali reikéti sutrumpinti sumaZzinant
judanciosios fazés poliskumga arba sutrumpinant kolonéle.

19. Bandomoji ir etaloninés medziagos turi biiti tirpios judanciojoje fazéje ir pakankamos koncentracijos, kad jas
buty galima aptikti. [ metanolio ir vandens misinj priedy galima déti tik iSimtiniais atvejais, nes jie keicia
kolonélés savybes. Tokiais atvejais biitina jsitikinti, kad naudojami priedai nekei¢ia bandomosios medziagos ir
etaloniniy medziagy sulaikymo trukmés. Jeigu metanolio ir vandens miSinys netinka, galima naudoti kito
organinio tirpiklio ir vandens (pvz., etanolio ir vandens, acetonitrilo ir vandens arba izopropilo alkoholio (2-
propanolio) ir vandens) misinius.

20. Eliuento pH verté yra itin svarbi jonizuojamoms medziagoms. Ji turéty patekti j kolonélei eksploatuoti tinkamy
pH ver¢iy intervalg (paprastai 2—8). Patartina naudoti buferinius tirpalus. Naudojant kai kuriuos organinés fazés
ir buferinio tirpalo miSinius reikia saugotis, kad nesusidaryty drusky nuosédy, ir nesugadinti kolonélés.
Paprastai nepatartina naudoti kvarciniy nuostoviyjy faziy HPLC matavimams tada, kai pH virSija 8, nes dél
naudojamos $arminés judanciosios fazés gali greitai pablogéti kolonélés veikimas.

Tirpiniai

21. Bandomosios ir etaloninés medZiagos turi bati pakankamai grynos, kad chromatogramose baty galima priskirti
smailes atitinkamoms medZiagoms. Bandymui arba kalibravimui naudojamos medziagos, kai jmanoma,
istirpinamos judanciojoje fazéje. Jeigu bandomoji ir etaloninés medZiagos tirpinamos ne judanciojoje fazéje, o
kitame tirpiklyje, judanciajg faze reikéty naudoti galutiniam atskiedimui prie§ j$virksciant j kolonéle.
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Bandymo sglygos

22. Temperatiira atlickant matavimg neturéty svyruoti daugiau kaip + 1 °C.

Laukimo trukmés t, nustatymas

23. Laukimo trukme t, galima nustatyti naudojant tokias organines medziagas, kurios néra sulaikomos (pvz., tiokar-
bamidg arba formamidg). Laukimo trukme tiksliau nustatyti galima pagal imatuotg sulaikymo trukme arba
naudojant mazdaug septynis homologinés eilés narius (pvz., n-alkilmetilketonus) (17). Sulaikymo trukmé t, (n.
+ 1) grafike pavaizduojama kaip t; (n.) funkcija; n. yra anglies atomy skaicius. Gaunama tiesé t, (n. + 1) = A t,
(n) + (1 — A) t; A Siuo atveju yra k(n. + 1)/k(n,) atitinkanti konstanta. Laukimo trukmé t, nustatoma i§
atkarpos (1 — A)t, ir krypties koeficiento A.

Regresijos lygtis

24. Tada sudaromas tinkamy etaloniniy medziagy, kuriy log P vertés yra artimos numatomai bandomosios
medziagos log P vertei, log k ir log P santykio koreliacijos grafikas. Praktikoje vienu kartu jSvirk§¢iama 6-10
etaloniniy medziagy ir nustatoma jy sulaikymo trukmé (geriausia tai padaryti jrasanciuoju integratoriumi,
sujungtu su aptikimo sistema). Atitinkami sulaikymo gebos koeficienty logaritmai log k grafike pavaizduojami
kaip log P funkcija. Siekiant atsizvelgti j galimus kolonélés veikimo pokycius, regresijos lygtis sudaroma
reguliariais laiko intervalais, ne reciau kaip kartg per diena.

BANDOMOSIOS MEDZIAGOS P, NUSTATYMAS

25. I3virks¢iamas kuo maZesnis bandomosios medziagos kiekis — tik tiek, kad ja biity jmanoma aptikti. Jos
sulaikymo trukmé nustatoma matuojant du kartus. Bandomosios medziagos pasiskirstymo koeficientas
gaunamas interpoliuojant apskaiciuotg sulaikymo gebos koeficienta kalibracinéje kreivéje. Kai pasiskirstymo
koeficientai yra labai mazi arba labai dideli, batina atlikti ekstrapoliacija. Tokiais atvejais ypa¢ svarbu atkreipti
démesj j regresijos tiesés pasikliovimo ribas. Jeigu éminio sulaikymo trukmé nepatenka j nustatytg standartiniy
etaloniniy medziagy sulaikymo trukmés verciy intervalg, reikéty nurodyti ribing verte.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Bandymo ataskaita

26. Ataskaitoje turi bati nurodyta:
— (jei nustatytas) preliminarus pasiskirstymo koeficiento jvertis, apskai¢iuotos vertés ir pasirinktas metodas;

— jei taikytas apskai¢iavimo metodas — i§samus jo aprasymas, be kita ko, nurodant naudotg duomeny bazg ir
pateikiant i§samig informacija apie fragmenty pasirinkima;

— bandomoji medziaga ir etaloninés medziagos: jy grynumas, strukttriné formulé ir CAS numeris;

— naudotos jrangos ir darbo salygy aprasymas: analizés kolonélé, apsauginé kolonélé, judancioji fazé,
aptikimo priemonés, temperatiiros intervalas, pH;

— elivavimo profiliai (chromatogramos);
— laukimo trukmé ir kaip ji nustatyta;

— kalibravimui naudoty etaloniniy medziagy sulaikymo duomenys ir i§ literatfiros $altiniy gautos jy log P,
Vertés;

— pritaikytos regresijos tiesés (log k pagal log P, ) duomenys ir jos koreliacijos koeficientas, jskaitant pasikliau-
tinuosius intervalus;

— vidutiniai bandomosios medziagos sulaikymo duomenys ir interpoliuota log P, verté;

— miSinio atveju — eliuavimo profilio chromatograma su nurodytomis ribomis;



L 54/10 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1

— log P, vertés pagal log P smailés procentinj plot;
— apskai¢iavimas naudojant regresijos ties;

— apskaiiuotas svertinis log P ver¢iy vidurkis, jei jis buvo apskaiciuotas.
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Priedélis
P,w apskaitiavimo metodai

[VADAS

1. Siame priedélyje pateiktas trumpas jvadas, kaip apskaiciuoti P_. Daugiau informacijos ieskokite literatiiroje (1),
).

2. Apskaiciuotos P, vertés naudojamos:

— sprendziant, kurj bandymo metoda taikyti: kai log P, yra nuo — 2 iki 4, taikomas kratomos kolbos
metodas, o kai log P_ yra nuo 0 iki 6 — HPLC metodas;

— nustatant, kokiomis salygomis reikéty atlikti HPLC (etalonines medziagas, metanolio ir vandens santykj);
— tikrinant bandymo metodais gauty ver¢iy patikimuma;

— kai bandymo metodai netaikytini, tinkamam jverciui nustatyti.

Apskaiciavimo metody esmé

3. Siame priedélyje sitilomi apskaiciavimo metodai pagristi teoriniu molekulés dalijimu i atitinkamas mazesnes
struktiras — fragmentus, kuriy patikimi log P, dydziai yra Zinomi; log P, gaunamas sudedant ty fragmenty
vertes ir intramolekuliniy sgveiky pataisos démenis. Molekuliy fragmenty konstanty ir pataisos démeny sarasai
paskelbti literatdiroje (1), (2), (3), (4), (5), (6). Kai kurie i§ jy reguliariai atnaujinami (3).

Apskai¢ivoty verciy patikimumas

4. Apskritai kuo sudétingesné medziaga tiriama, tuo maziau galima pasikliauti apskai¢iavimo metodais.
Nesudétingy, mazos molekulinés masés, tik vieng ar dvi funkcines grupes turin¢iy molekuliy atveju tarp
jvairiais fragmentavimo metodais gauty rezultaty ir matavimais nustatyty ver¢iy galima tikétis 0,1-0,3 log P,
vieneto nuokrypio. Paklaidos dydis priklausys nuo taikomy fragmenty konstanty patikimumo, gebéjimo
atpazinti intramolekulines sgveikas (pvz., vandenilio jungtis) ir tinkamo pataisos démeny naudojimo.
Jonizuojamy medZiagy atveju batina atsizvelgti j jony kriivj ir jonizacijos laipsnj (10).

Fujita-Hansch m metodas
5.  Fujita et al. (7) nustatyta hidrofobinio pakaito darinio konstanta m apibréZiama taip:
"X = log P, (PhX) —log P, (PhH)

Sioje formuléje PhX yra aromatinis darinys, o PhH — pradiné medZiaga,

pvz. "Cl =logP, , (C6H5C]) - log P, (C6H6)
=2,84-213
=0,71

Sis m metodas visy pirma taikomas aromatinéms medziagoms. Daugelio pakaity m vertés pateiktos literatiiroje

4, (5).

Rekker metodas

6.  Pagal Rekker metods (8) log P_, verté apskai¢iuojama taip:

i

LogP,, = Z afi + Z (saveikos démenys)
j
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Sioje formuléje a, yra tam tikro fragmento pasikartojimy molekuléje skaicius, o f, — to fragmento log P,
inkrementinis dydis. Saveikos démenys gali bati ireiSkiami kaip vienos atskiros konstantos C,, (vadinamosios
,magiskosios konstantos®) sveikasis kartotinis. Fragmenty konstantos f, ir C, nustatytos i§ 1 054 eksperi-
mentiniy P, ver¢iy (825 medziagy) sgraSo, atlikus daugianare regresing analize (6), (8). Saveikos démenys
nustatomi pagal konkrecias taisykles (6), (8), (9).

Hansch-Leo metodas

7. Pagal Hansch ir Leo metoda (4) log P verté apskai¢iuojama taip:
Log POW = Z aifi + Z b]F]
i j
Sioje formuléje f; yra fragmento konstanta, F, — pataisos démuo (faktorius), a, ir b, — atitinkamas kartojimosi
daznis. Atomy ir grupiy fragmentiniy verciy ir pataisos démeny F, sgrasai sudaryti pagal bandymy ir klaidy

metoda naudojant eksperimentines P, vertes. Pataisos démenys suskirstyti | kelias klases (1), (4). Sukurta
speciali programiné jranga padeda dirbant atsizvelgti j visas taisykles ir pataisos démenis (3).

MISRUSIS METODAS

8.  Sudétingy molekuliy log P, galima kur kas tiksliau apskai¢iuoti dalijant molekule | didesnes struktirines dalis,
kuriy patikimos log P, vertés yra nurodytos lentelése (3), (4) arba nustatytos matavimais. Tada tokiy fragmenty
(pvz., heterocikly, antrachinono, azobenzeno) vertes galima derinti su vertémis, gautomis pagal Hansch n
metodg, arba su Rekker ar Leo metodo fragmenty konstantomis.

Pastabos

i) Apskaiciavimo metodai taikytini tik i§ dalies arba visiskai jonizuotoms medZiagoms, atsizvelgiant i batinus
pataisos faktorius.

i) Jei galima tikétis esant intramolekuliniy vandeniliniy jungéiy, batina pridéti atitinkamus pataisos démenis
(mazdaug nuo +0,6 iki +1,0 log P, vieneto) (1). Tokiy jungCiy buvima galima nustatyti naudojant erdvinius
modelius arba spektroskopinius duomenis.

iii) Jeigu yra kelios galimos tautomerinés formos, skaiciavimus reikéty atlikti naudojant labiausiai tikéting forma.

iv) Reikéty atidZiai sekti fragmenty konstanty sgrasy keitimus.
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3) C.3 skyrius pakei¢iamas taip:
,C.3. GELAVANDENIY DUMBLIY IR MELSVABAKTERIJ AUGIMO SLOPINIMO BANDYMAS
[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 201 (2006 m., priedas pataisytas 2011 m.).
Nustatyta, kad §j bandymo metoda reikéty taikyti tam tikroms papildomoms rii§ims ir atnaujinti, kad jis
atitikty cheminiy medZiagy pavojingumo vertinimo ir klasifikacijos reikalavimus. Sis pakeitimas atliktas
remiantis gausia sukaupta praktine patirtimi, cheminiy medziagy toksiskumo dumbliams tyrimy srities mokslo
pazanga ir tuo, kad i§ pradziy patvirtinus §j metoda, jis pradétas placiai taikyti reglamentavimo reikméms.

2. Vartojamos sgvokos apibréztos 1 priedélyje.

BANDYMO PRINCIPAS

3. Sio bandymo paskirtis — nustatyti cheminés medziagos poveikj gélavandeniy mikrodumbliy ir (arba) melsva-
bakteriy augimui. Eksponentiskai augantys bandomieji organizmai atskiromis partijomis paruostose kultirose
yra paprastai 72 valandas veikiami bandomosios cheminés medziagos. Nors bandymo trukmé gana trumpa,
per ji galima jvertinti poveikj kelioms organizmy kartoms.

4. Sisteminis atsakas j poveikj yra dumbliy kultiry (bandymo vienety) serijos, veikiamos jvairiy koncentracijy
bandomosios cheminés medziagos, augimo sulétéjimas. Sis atsakas vertinamas kaip bandomosios medziagos
koncentracijos funkcija tos medziagos poveikio nepatyrusiy kontroliniy kulttiry vidutinio augimo kartotiniuose
bandiniuose atzvilgiu. Siekiant, kad visapusiskai pasireiksty sisteminis atsakas j toksinj poveikj (optimalusis
jautris), organizmy kultfiros turéty pakankamai ilga laiko tarpa nevarzomai eksponentiskai augti nestokodamos
mitybiniy medziagy ir nuolatinio ap$vietimo salygomis, po to i$matuojant savitojo augimo grei¢io sumazéjima.

5. Augimas ir augimo slopinimas kiekybiskai nustatomi matuojant dumbliy biomasés pokycius laike. Dumbliy
biomasé iSreiskiama sausosios medZiagos mase tirio vienetui, pvz., kiek miligramy dumbliy yra viename
bandymo tirpalo litre. Kadangi sausosios medZiagos mas¢ matuoti sunku, vietoj jos naudojami pakaitiniai
parametrai. I§ jy dazniausiai pasirenkamas lasteliy skaicius; kiti pakaitiniai parametrai yra lasteliy taris, fluores-
cencija, optinis tankis ir t. t. Turéty biiti Zinomas i$matuoto pakaitinio parametro perskai¢iavimo j biomase
koeficientas.

6. Bandymo vertinamoji baigtis yra augimo slopinimas, iSreiskiamas kaip biomasés didéjimo bandomosios
medziagos veikimo laikotarpiu logaritminis dydis (vidutinis savitasis augimo greitis). Pagal vidutinius
savituosius augimo greiius, i$matuotus naudojant bandymo tirpaly serija, nustatoma konkrety procentinj
augimo grei¢io sumazéjima x % (pvz., 50 %) sukelianti bandomosios medziagos koncentracija, kuri i$reiskiama
EC, (pvz., EC,).

7.  Taikant § bandymo metoda naudojamas papildomas atsako kintamasis — iSeiga, kurig gali reikéti nustatyti
pagal kai kuriy valstybiy konkrecius norminius reikalavimus. ISeiga apibréZiama kaip biomasés skirtumas,
atsirades nuo bandomosios medZziagos veikimo laikotarpio pradzios iki pabaigos. Pagal iSeiga, nustatyta
naudojant bandymo tirpaly serija, apskai¢iuojama konkrety procentinj iSeigos sumazéjimg x % (pvz., 50 %)
sukelianti koncentracija, kuri isreiskiama E C, (pvz., E,Cs,).
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8.  Taip pat galima statistiSkai nustatyti maZiausig pastebéto poveikio koncentracijg (LOEC) ir nepastebéto poveikio
koncentracija (NOEQ).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

9. Nustatant bandymo salygas gali bati naudinga Zinoti $ig informacija apie bandomaja chemine medziaga: jos
struktiring formule, grynuma, patvarumg veikiant $viesai, patvarumg bandymo sglygomis, $viesos sugerties
savybes, pKa ir virsmo tyrimy rezultatus, jskaitant biologinj skaidumg vandenyje.

10. Reikéty zinoti bandomosios medZziagos tirpuma vandenyje, oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficientg (P, )
ir gary slégj; turéty buti taikomas patvirtintas metodas tos medziagos kiekiui bandymo tirpaluose nustatyti,
Zinant jos regeneravimo nasumg ir aptikimo riba.

BANDYMO TINKAMUMAS

11. Tinkamas bandymas turéty atitikti $iuos veiksmingumo kriterijus:

— per 72 val. bandymo laikotarpj kontroliniy kultiiry biomasé turéty eksponentiskai padidéti bent 16 karty;
tai atitinka savitgjj augimo greitj 0,92 para- !. Bandymams daZniausiai naudojamy riasiy organizmai
paprastai auga kur kas greiciau (Zr. 2 priedélj). Bandymas gali neatitikti Sio kriterijaus, kai pasirinktos rasies
organizmai auga léc¢iau negu 2 priedélyje i$vardyty risiy organizmai. Tokiu atveju bandymo laikotarpj
reikéty pratesti iki tol, kol kontrolinés kultiiros padidés bent 16 karty; augimas turi biti eksponentinis per
visa bandymo laikotarpj. Jeigu reikiamas padidéjimo koeficientas — 16 karty — pasiekiamas greiciau,
bandymo laikotarpj galima sutrumpinti (minimali trukmé yra 48 val), palaikant neribotg, eksponentinj
augimg per visg bandyma;

— kontroliniy kultiry savityjy augimo greiciy atskirais laiko tarpais (0-1, 1-2 ir 2-3 paros per 72 val.
trukmés bandyma) vidutinis variacijos koeficientas (zr. variacijos koeficiento apibréztj 1 priedélyje) neturi
virsyti 35 %. Kaip apskaiciuoti savitajj augimo greitj atskirais laiko tarpais per bandyma, nurodyta 49
skirsnyje. Sis kriterijus taikomas vidutinei variacijos koeficienty, apskaiciuoty naudojant kontrolines kultiiras
kartotiniuose bandiniuose, vertei;

— bandymams naudojant Pseudokirchneriella subcapitata ir Desmodesmus subspicatus, kartotiniy bandiniy
kontroliniy kultiry vidutiniy savityjy augimo grei¢iy visu bandymo laikotarpiu variacijos koeficientas
neturi virdyti 7 %; bandymui naudojant kitas, maziau jprastas rtsis, $i verté neturéty virsyti 10 %.

ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

12. Bandymo procedirai patikrinti galima atlikti bandymga su etalonine chemine medziaga arba medziagomis, pvz.,
3,5-dichlorfenoliu, kuris naudotas per tarptautinj tarplaboratorinj bandyma (1). Atliekant bandymus su
zaliadumbliais, kaip etaloning cheming medziaga taip pat galima naudoti kalio dichromata. Etaloninés cheminés
medziagos bandymus patartina atlikti bent dukart per metus.

BANDYMO TAIKOMUMAS

13. Sj bandymo metodg lengviausia taikyti vandenyje tirpioms cheminéms medZiagoms, kurios bandymo
salygomis paprastai licka vandenyje. Bandymams naudojant lakias, lengvai jsigeriancias (adsorbuojamas),
spalvingas, vandenyje mazai tirpias chemines medziagas arba medziagas, kurios gali paveikti mitybiniy arba
mineraliniy medzZiagy jsisavinimg i§ bandymo terpés, gali reikéti atitinkamai pakeisti aprasyta bandymo
procediira (pvz., bandyma atlikti uzdaroje sistemoje, kondicionuoti bandymo indus). Rekomendacijy dél kai
kuriy tinkamy pakeitimy pateikta literatiroje (2), (3), (4).

BANDYMO METODO APRASYMAS
Aparatiira

14. Bandymo indai ir kita aparatiira, su kuria lieciasi bandymo tirpalai, turéty bati pagaminti tik i§ stiklo ar kitos
chemiskai inertinés medZiagos. Bandymo reikmenys turéty biti kruop$¢iai plaunami, taip uZtikrinant, kad
dumbliy augimo ar bandymo tirpaly sudéties nepaveikty jokie organiniai ar neorganiniai ter3alai.
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15. Iprasti bandymo indai yra stiklinés kolbos — tokiy matmeny, kad pakakty bandomyjy organizmy kultiiros
tariui imatuoti per bandymg ir | jas patekty pakankama anglies dioksido masé i§ aplinkos oro (zr. 30 skirsnj).
Atminkite, kad skyscio taris turi baiti pakankamas analiziniams nustatymams (Zr. 37 skirsnj).

16. Be to, per bandymg gali reikéti kai kuriy arba visy toliau iSvardyty jrenginiy.

— Kaultiros auginimo aparatiira. Rekomenduojama naudoti spintg arba kamerg, kurioje baty galima + 2 °C
tikslumu palaikyti pasirinktg inkubacijos temperatiirg.

— Apsvietimo matavimo prietaisai. Svarbu pazyméti, kad matuojamos vertés gali priklausyti nuo $viesos
stiprio matavimo metodo ir ypa¢ jutiklio (kolektoriaus) tipo. Matavimus patartina atlikti naudojant sferinj
(4 m) jutiklj (reaguojant] i tiesioging ir atspindéta Sviesa, krintancig visais kampais vir§ ir Zemiau matavimo
plokstumos) arba 2 m jutiklj (reaguojantj i $viesa, krintancia visais kampais vir§ matavimo plokstumos).

— Aparatiira dumbliy biomasei matuoti. [pras¢iausias dumbliy biomasés pakaitinis parametras — lasteliy
skai¢ius — gali bati nustatomas elektroniniu daleliy skaitikliu, mikroskopu su skaiciavimo kamera arba
tekmeés citometru. Kiti pakaitiniai parametrai vietoj biomasés gali bati matuojami tékmés citometru,
fluorimetru, spektrofotometru arba kolorimetru. Pravartu nustatyti perskai¢iavimo koeficients, pagal kurj i§
lasteliy skaiCiaus nustatoma sausosios medziagos masé. Siekiant atlikti naudingus matavimus spektrofo-
tometru esant mazoms biomasés koncentracijoms, gali reikéti naudoti kiuvetes, kuriy $viesos kelio ilgis
bity bent 4 cm.

Bandomieji organizmai

17. Bandymui galima naudoti keliy r@i$iy nepritvirtintus mikrodumblius ir melsvabakteres. Pagal nustatyta $io
bandymo metodo procediirg tinka naudoti 2 priedélyje ivardytas patvirtintas padermes.

18. Jeigu naudojami kity rasiy dumbliai, bandymo ataskaitoje turéty bati nurodyta jy padermé ir arba (kilmé).
Isitikinkite, kad bandymui pasirinkty dumbliy eksponentinj augima pagrindinémis bandymo salygomis bus
galima uztikrinti per visa bandymo laikotarpj.

Auginimo terpé

19. Rekomenduojama rinktis vieng i§ dviejy auginimo terpiy — EBPO siiilomg terpe arba JAV aplinkos apsaugos
agentiiros AAP (angl. algal assay procedure) terpe; Siy terpiy sudétis parodyta 3 priedélyje. Isidémétina, kad
skiriasi abiejy terpiy pradiné pH verté ir buferiné talpa (pH didéjimui reguliuoti). Todél bandymy rezultatai gali
skirtis dél naudojamos terpés, ypa¢ atliekant jonizuojamy cheminiy medziagy bandymus.

20. Auginimo terpes tam tikrais atvejais gali reikéti modifikuoti, pvz., atliekant metaly ir kompleksony (chelanty)
bandymus arba bandymus esant skirtingoms pH vertéms. Modifikuotos terpés naudojimas turéty biti i§samiai
aprasytas ir pagristas (3), (4).

Pradiné biomasés koncentracija

21. Visy bandomyjy kultGry biomasés pradinis kiekis turi biiti vienodas ir pakankamai mazas, kad bty jmanomas
eksponentinis augimas per visg inkubacinj perioda nerizikuojant, kad pritriks mitybiniy medziagy. Pradinis
biomasés kiekis (sausosios medziagos masé) neturéty virSyti 0,5 mg/l. Rekomenduojama pradiné Igsteliy
koncentracija:

Pseudokirchneriella subcapitata 5 x 103 10¢ Iasteliy/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10° lasteliy/ml
Navicula pelliculosa 10+ lasteliy/ml
Anabaena flos-aquae 10¢ lasteliy/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10%- 10° lasteliy/ml



2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 54/17

Bandomosios cheminés medziagos koncentracijos

22. Tikéting poveikj sukelian¢iy cheminés medziagos koncentracijy intervalg galima nustatyti remiantis intervalo
nustatymo bandymy rezultatais. Atliekant galutinj nustatomgjj bandyma reikéty pasirinkti bent penkias
koncentracijos vertes, i§déstytas geometrine progresija, kurios daugiklis nevir§yty 3,2. Jeigu bandomosios
cheminés medziagos koncentracijos ir atsako kreivé yra guls¢ia, gali bliti pagrista rinktis didesnj daugikl;.
Patartina, kad pasirinkty koncentracijos veréiy eiluté apimty intervalg, kuriam esant dumbliy augimo greitis
slopinamas 5-75 %.

Kartotiniai ir kontroliniai bandiniai

23. Bandymo plane turéty bfiti numatyta paruosti po tris kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos
kartotinius bandinius. Jeigu nereikia nustatyti NOEC, bandymo plang galima keisti — padidinti koncentracijy
skai¢iy ir sumazinti kiekvienos koncentracijos kartotiniy bandiniy skai¢iy. Kontroliniy kartotiniy bandiniy turi
biti ne maziau kaip trys. Geriausia, kad jy biity dukart daugiau negu kiekvienos bandymui pasirinktos koncent-
racijos kartotiniy bandiniy.

24. Galima paruosti atskirg bandymo tirpaly rinkinj bandomosios cheminés medziagos koncentracijy analiziniams
nustatymams (Zr. 36 ir 38 skirsnius).

25. Kai bandomajai cheminei medziagai soliubilizuoti naudojamas tirpiklis, j bandymo plana bitina jtraukti
papildomus kontrolinius bandinius su tuo tirpikliu, kurio koncentracija biity tokia pati, kaip ir bandomyjy
kultfiry induose.

Séjamos kultiiros paruosimas

26. Siekiant pripratinti bandymui naudojamus dumblius prie bandymo salygy ir uZtikrinti, kad dumbliai §
bandymo tirpalus bity séjami per jy eksponentinio augimo tarpsnj, séjama kultira bandymo terpéje
paruosiama iki bandymo pradzios likus 2—-4 dienoms. Dumbliy biomasé turéty bati tvarkoma taip, kad
sé¢jamos kultiiros augimas iki bandymo pradzios biity i§ esmés eksponentinis. S¢jama kultiira turéty bati
inkubuojama tokiomis paciomis sglygomis, kaip ir bandomosios kultiiros. Séjamos kultiiros biomasés didéjima
reikéty matuoti, siekiant jsitikinti, kad jos augimas atitinka normaly tai bandomajai padermei biidingg intervala
kult@iros auginimo salygomis. Dumbliy kultiiry auginimo procediiros pavyzdys pateiktas 4 priedélyje. Siekiant
iSvengti vienalaikio lasteliy dalijimosi per bandyma, gali reikéti palaukti, kol séjamos kultiiros organizmai
pasidaugins antrg karta.

Bandymo tirpaly ruosimas

27. Auginimo terpés ir pradinés bandymui naudojamy dumbliy biomasés koncentracijos turi biti vienodos visuose
bandymo tirpaluose. Pasirinkty koncentracijy bandymo tirpalai paprastai ruoSiami sumaiSant bandomosios
cheminés medziagos pradinj tirpalg su auginimo terpe ir s¢jama kultiira. Pradiniai tirpalai paprastai ruosiami
istirpinant cheming medZiagg bandymo terpéje.

28. Galima naudoti tirpiklius, pvz., acetona, tret-butilo alkoholj ir dimetilformamidg, kaip nesiklius vandenyje
mazai tirpioms cheminéms medZiagoms jmaisyti i bandymo terp¢ (2), (3). Tirpiklio koncentracija neturéty
virSyti 100 pl/l. Tos pacios koncentracijos tirpiklio turéty biti dedama j visy bandymo serijjos kultfiry (jskaitant
kontrolines kultdiras) indus.

Inkubacija

29. Bandymo indai uzkemsami pralaidziais orui kamsciais, sukratomi ir dedami i kultiiros auginimo aparatg.
Dumbliai per visg bandyma turi biti suspenduoti ir juos turi lengvai pasiekti anglies dioksidas, todél indus
reikéty daznai sukratyti arba pamaiSyti. Bandomuyjy kultiiry laikymo temperatira turéty bati 21-24 °C,
reguliuojama = 2 °C tikslumu. Jeigu naudojami 2 priedélyje nenurodyty, pvz., tropiniy ri$iy organizmai, galbt
tikty juos laikyti aukstesnéje temperatiiroje, su salyga, kad nebiity nukrypta nuo bandymo tinkamumo kriterijy.
Bandymo kolbas patartina atsitiktine tvarka sudéti j inkubatoriy ir kasdien sukeisti jas vietomis.

30. Kontroliniy bandiniy terpés pH per bandyma neturéty padidéti daugiau kaip 1,5 vieneto. Atliekant bandyma su
metalais ir cheminémis medZiagomis, kurios i§ dalies jonizuojasi, kai pH lygis yra artimas bandymo pH, gali
reikéti riboti pH kitimg, kad bity gauti atkuriami ir tiksliis bandymo rezultatai. Techniskai jmanoma pasiekti,
kad pH verté pakisty maziau kaip 0,5 vieneto, uZtikrinant tinkamg CO, masés patekimo i§ aplinkos oro i
bandomaji tirpalg sparta, pvz., dazniau pakratant indg. Taip pat galima maZinti CO, suvartojima, sumazinant
pradinés biomasés kiekj ar bandymo trukme.
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31. Pavirsius, ant kurio inkubuojamos kulttiros, turéty bati nuolat ir vienodai apsviestas liuminescencinémis, pvz.,
Saltai baltos arba dienos $viesos lempomis. Dumbliy ir melsvabakteriy paderméms $viesos reikia nevienodai.
Sviesos stipris turéty biiti pritaikytas naudojamiems bandomiesiems organizmams. Rekomenduojamy riisiy
zaliadumbliams tinkamas $viesos stipris bandymo tirpaly lygiu yra 60-120 pE - m~2 s - !, matuojant tinkamu
jutikliu esant fotosintezei optimaliam 400-700 nm bangy ilgio intervalui. Kai kurios raSys, ypa¢ Anabaena flos-
aquae, gerai auga esant ne tokiai stipriai Sviesai; labai intensyvi $viesa gali joms pakenkti. Vidutinis $viesos
stipris tokioms rii§ims turéty bati nuo 40 iki 60 pE - m~2 - s -! (jeigu apSvietimo matavimo prietaisai kalibruoti
liuksais, 4 440-8 880 Ix ap3vietimas $altai balta $viesa mazdaug atitinka rekomenduojamg 60-120 pE - m-2-s
- 1 gviesos stipri). Sviesos stipris neturi kisti daugiau kaip * 15 % vidutinio $viesos, kuria apsvietiama
inkubavimo vieta, stiprio.

Bandymo trukmé

32. Iprasta bandymo trukmé — 72 val, taciau visus 11 skirsnyje nurodytus tinkamumo kriterjjus atitinkantis
bandymas gali trukti ir trumpesnj arba ilgesnj laiko tarpa.

Matavimai ir analiziniai nustatymai

33. Dumbliy biomasé¢ kickvienoje kolboje matuojama bent kartg per diena per visa bandymo laikotarpj. Jeigu
matavimai atliekami naudojant maZus biomasés kiekius, i§ bandymo tirpalo iStrauktus pipete, po to biomasés
papildyti nereikia.

34. Biomasés matavimai atliekami rankiniu biidu suskaiciuojant lasteles per mikroskopa arba naudojant elektroninj
daleliy skaitiklj (nustatant Igsteliy skaiciy ir (arba) biologinj tarj). Galima taikyti ir kitus metodus, pvz., sroving
citometrijg, in vitro arba in vivo chlorofilo fluorescencija (5), (6) arba optinio tankio matavima, jei galima jrodyti
pakankama koreliacija su biomase, atitinkancia bandymui naudojamos biomasés intervala.

35. Tirpaly pH turi bati i$matuotas pradedant ir baigiant bandyma.

36. Jeigu yra analizés procedira, tinkama bandomajai cheminei medZiagai pasirinktame koncentracijy intervale
nustatyti, reikéty iSanalizuoti bandymo tirpalus, siekiant patikrinti pradines jy koncentracijas ir per visa
bandyma palaikyti poveikiui reikalingas koncentracijas.

37. Atliekant bandomosios cheminés medZiagos koncentracijos analiz¢ bandymo pradzioje ir pabaigoje, gali
pakakti iSanalizuoti tik viena mazg ir vieng didele bandymui pasirinktas koncentracijas ir numatoma EC;, verte
apytikriai atitinkanc¢ig koncentracija, jeigu tikétina, kad tos medziagos efektyviosios koncentracijos per bandyma
pakis maziau kaip 20 % vardiniy ver¢iy. Jeigu manoma, jog koncentracijos pasikeis tiek, kad nebepateks | 80—
120 % vardinés koncentracijos intervala, patartina pradedant ir baigiant bandymga atlikti visy bandymui
pasirinkty koncentracijy analiz¢. Kai bandomosios cheminés medziagos yra lakios, nepatvarios arba lengvai
isigeriancios (adsorbuojamos), jy veikimo laikotarpiu rekomenduojama kas 24 val. imti papildomus pavyzdzius
analizei, kad baty galima tiksliau nustatyti, koks bandomosios medziagos kiekis prarastas. Gali reikéti paruosti
papildomy kartotiniy bandiniy su S$iomis cheminémis medZziagomis. Bandomosios cheminés medziagos
koncentracijas visais atvejais reikia nustatyti tik viename kartotiniame bandymui pasirinktos koncentracijos
inde (arba analizuojant sujungta kartotinio bandinio indy turinj).

38. Bandymo terpés, specialiai ruosiamos efektyviosioms koncentracijoms per bandyma analizuoti, turéty bati
apdorojamos taip pat, kaip ir bandymui naudojamos terpés, t. y. j jas paséjami dumbliai ir sudaromos tokios
pacios inkubacijos salygos. Jeigu reikia i§analizuoti istirpusios bandomosios cheminés medziagos koncentracija,
gali reikéti dumblius atskirti nuo terpés. Patartina juos atskirti centrifuguojant, nustacius maza perkrovos jéga —
tik tiek, kiek reikia dumbliams nusodinti.

39. Jeigu yra jrodymy, kad bandomosios cheminés medziagos koncentracija per visa bandyma pavyko islaikyti
nepakitusig daugiau kaip + 20 % vardinés arba iSmatuotos pradinés koncentracijos vertés, rezultatus galima
analizuoti remiantis vardinémis arba i$matuotomis pradinémis vertémis. Jeigu nuo vardinés arba i§matuotos
pradinés koncentracijos nukrypta daugiau kaip + 20 %, rezultatus reikéty analizuoti remiantis efektyviyjy
koncentracijy geometriniu vidurkiu arba modeliais, kuriais parodytas bandomosios cheminés medziagos
koncentracijos mazéjimas (3), (7).

40. Dumbliy augimo slopinimo bandymo sistema yra dinamiskesné nei daugelio kity trumpalaikiy toksiskumo
vandens organizmams bandymuy, todél gali bati sunku nustatyti faktines efektyvigsias koncentracijas, ypac
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lengvai jsigerianciy (adsorbuojamy) cheminiy medziagy, bandomy mazomis koncentracijomis. Tokiais atvejais
bandomosios cheminés medziagos dingimas i§ tirpalo, jai isigeriant j augancios dumbliy biomasés pavirsiy,
nereiskia, kad jos nebéra bandymo sistemoje. Analizuojant bandymo rezultata, reikéty patikrinti, ar per
bandymg sumazéjus bandomosios cheminés medziagos koncentracijai, kartu sumazéjo dumbliy augimo
slopinimas. Jeigu taip, galima apsvarstyti, kaip reikéty parodyti bandomosios cheminés medziagos koncent-
racijos mazéjimg taikant tinkamg modelj (7), o jeigu ne, rezultaty analiz¢ galbait reikéty pagristi pradinémis
(vardinémis arba i$matuotomis) koncentracijos vertémis.

Kiti stebéjimai

41. Reikéty per mikroskopa apzifiréti s¢jama kultdira, siekiant jsitikinti, kad ji yra normalios ir sveikos i§vaizdos, ir
pastebéti bet kokius nejprastus dumbliy i§vaizdos pakitimus (galéjusius atsirasti veikiant bandomajai cheminei
medziagai) bandymo pabaigoje.

Riby nustatymo bandymas

42. Tam tikromis aplinkybémis, pvz., jeigu iSankstinis bandymas parodo, kad bandomoji cheminé medziaga neturi
toksinio poveikio, kol jos koncentracija nesiekia 100 mg/l arba tirpumo bandymo terpéje ribos (mazZesnés i$ Siy
ver¢iy), galima atlikti riby nustatymo bandyma, palyginant kontrolinés grupés ir vienos bandomosios (100 mg/
| arba tirpumo ribinei vertei lygios koncentracijos) grupés atsakg j poveiki. Taip gautus rezultatus labai
patartina patvirtinti atliekant efektyviosios koncentracijos analiz¢. Riby nustatymo bandymas turi atitikti visas
pirmiau apraSytas bandymo salygas ir tinkamumo kriterijus, taciau kartotiniai bandiniai su bandomagja
medZiaga turéty biti ne maziau kaip 3e$i. Kontrolinés ir bandomosios grupiy atsako kintamuosius galima
analizuoti taikant statistinj kriterijy vidurkiams palyginti, pvz., Stjudento t kriterijy. Jeigu abiejy grupiy
dispersijos yra nelygios, analiz¢ reikéty atlikti taikant nelygioms dispersijoms pritaikyta t kriterijy.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Augimo kreiviy braizymas

43. Bandymo induose esancig biomas¢ galima isreiksti matavimui naudojamy pakaitiniy parametry (pvz., lasteliy
skaiciaus, fluorescencijos) vienetais.

44. Rengiant augimo kreiviy grafikus, j lenteles suraSomos jvertintos bandomyjy ir kontroliniy kultiiry biomasés
koncentracijos vertés, bandomosios medziagos koncentracijos vertés ir matavimo laikas, skai¢iuojamas bent
valandos tikslumu. Siame pirmajame etape galima naudoti tiek logaritminiy, tiek linijiniy parametry skales,
taciau logaritmines skales naudoti biitina ir pagal jas paprastai geriau pavaizduojami organizmy augimo
poky¢iai per bandymo laikotarpj. Isidémétina, kad eksponentinis augimas logaritminése koordinatése
vaizduojamas tiese, kurios nuolydis (krypties koeficientas) rodo savitajj augimo greitj.

45. Naudodami grafikus patikrinkite, ar kontrolinés kultiros per visa bandyma eksponentiskai augo numatytu
grei¢iu. Kritiskai jvertinkite visus duomeny taskus ir apzitrékite grafikus, patikrinkite neapdorotus duomenis ir
procediiras, ar néra klaidy. Ypa¢ atidziai tikrinkite kiekvieng duomeny taska, kuris atrodo pasislinkes dél
sistemingosios paklaidos. Jeigu akivaizdZziai yra ir (arba) labai tikétina, kad yra procediiros klaidy, atitinkamas
duomeny taskas pazymimas kaip riktas ir nejtraukiamas véliau atlickant statisting analize (jeigu dumbliy
koncentracijos verté viename i§ dviejy ar trijy kartotiniy indy yra lygi nuliui, tai gali reiksti, kad tame inde
nebuvo tinkamai paséti dumbliai arba indas buvo nepakankamai iSvalytas). Bandymo ataskaitoje aiskiai
nurodykite, dél kokiy priezas¢iy tam tikri duomeny taskai atmesti kaip riktai; tik (retai pasitaikancios)
procediiros klaidos, o ne preciziskumo tritkumas, yra pateisinama priezastis. Statistinés rikty nustatymo
procediiros tik i§ dalies padeda isspresti $ig problema ir negali atstoti eksperty vertinimo. Riktus (atitinkamai
juos pazyméjus) geriausia palikti tarp kity duomeny tasky, véliau kokia nors forma pateikiamy kaip grafiky
arba lenteliy duomenys.

Atsako kintamieji

46. Bandymo paskirtis — nustatyti bandomosios cheminés medziagos poveikj dumbliy augimui. Pagal § bandymo
metodg apibiidinami du atsako kintamieji, nes jvairiose jurisdikcijose skiriasi prioritetai ir norminiai
reikalavimai. Siekiant, kad bandymo rezultatai baty priimtini visose jurisdikcijose, poveikj reikéty vertinti
taikant abu toliau aprasytus atsako kintamuosius a ir b:

a) vidutinis savitasis augimo greitis. Sis atsako kintamasis apskaitiuojamas pagal logaritminj biomasés
didéjima (per parg) bandymo laikotarpiu;

b) iSeiga — atsako kintamasis, reiskiantis biomasés skirtuma, atsiradusj nuo bandymo pradzios iki pabaigos.
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47. Pazymétina, kad taikant $iuos du atsako kintamuosius apskaiCiuotos toksiskumo vertés néra lygintinos
tarpusavyje ir jy skirtumga bitina pripazinti naudojant bandymo rezultatus. Turint omenyje atitinkamy metody
matematinj pagrindg, jeigu laikomasi bandymo pagal §j metoda salygy, pagal vidutinj savitajj augimo greitj
nustatytos EC, vertés (E.C,) paprastai yra didesnés negu iSeiga pagristi rezultatai (E,C). To nereikéty suprasti
kaip abiejy atsako kintamuyjy jautrio skirtumo — tiesiog vertés skiriasi matematiskai. "Vidutinio savitojo augimo
grei¢io sgvoka apibrézta remiantis bendrgja eksponentinio dumbliy augimo nevarzomose kultirose schema,
kurig taikant toksiSkumas vertinamas pagal poveikj augimo greiciui, nepriklausomai nuo kontrolinés kultdros
absoliuciojo savitojo augimo greicio, koncentracijos ir atsako kreivés krypties koeficiento ar bandymo trukmés.
Kitu atsako kintamuoju — iSeiga — pagristi rezultatai, priesingai, yra priklausomi nuo visy $iy kity kintamqjq
EC, verté¢ priklauso nuo kiekvienam bandymui naudojamos dumbliy riiSies savitojo augimo greicio ir nuo
didziausio savitojo augimo greicio, kuris jvairiy risiy ir net atskqu dumbliy padermiy gali biti skirtingas. Sio
atsako kintamojo nereikéty naudoti lyginant keliy dumbliy rasiy ar net atskiry padermiy jautrj nuodingosioms
medziagoms. Nors toksiskumui vertinti moksliniu pozitriu labiau tinka vidutinis savitasis augimo greitis, pagal
§i bandymo metodg numatyta naudoti ir i§eiga pagristus toksiskumo jvercius, kurie yra privalomi pagal kai
kuriose valstybése galiojan¢iy norminiy teisés akty reikalavimus.

Vidutinis augimo greitis

48. Vidutinis savitasis augimo greitis tam tikru laikotarpiu apskai¢iuojamas kaip kiekvieno atskiro kontroliniy ir
bandomyjy grupiy indo biomasés logaritminis padidéjimas pagal lygtj [1]:

InX, -InX; B
yi,j:%(para D) [1],
t—t,
kurioje:
W, — yra vidutinis savitasis augimo greitis per laiko tarpg i—j;
X, — biomase i laiku;
X; - biomase j laiku.

Apskaiciuojama kiekvienos bandomosios ir kontrolinés grupés augimo grei¢io vidutiné verté ir dispersijos
jverciai.

49. Vidutinis savitasis augimo greitis per visg bandymo trukme (paprastai 0-3 paras) apskai¢iuojamas kaip pradine
verte naudojant pasétos biomasés kiekio varding verte, o ne iSmatuotg prading verte, nes toks skai¢iavimas
paprastai yra tikslesnis. Jeigu maza pasélio biomasés kiekj galima pakankamai tiksliai nustatyti biomasei
matuoti skirta jranga (pvz., tékmés citometru), galima naudoti i§matuotg prading biomasés koncentracijg. Taip
pat jvertinkite augimo greitj atskirais laiko tarpais, apskai¢iuojamg kaip kiekvienos bandymo dienos (0-1, 1-
2 ir 2-3 pary) savitasis augimo greitis, ir itirkite, ar kontroliniy bandiniy augimo greitis tebéra tolygus (Zr.
tinkamumo kriterijus 11 skirsnyje). Jeigu savitasis augimo greitis pirmaja parg yra kur kas maZesnis negu
bendras vidutinis savitasis augimo greitis, tai gali reiksti latentinj perioda. Nors kontroliniy kultiry latentinj
periodg galima sutrumpinti arba visiSkai panaikinti tinkamai paséjant i§ anksto paruosta kulttira, jeigu latentinj
periodg patiria bandomosios medziagos veikiamos kultiiros, tai gali reiksti, kad jos atsigauna po pradinio
toksinio streso arba i§ pradziy patirtas bandomosios cheminés medziagos poveikis véliau susilpnéja netekus
dalies jos kiekio (be kita ko, dél gerties { dumbliy biomasés pavirsiy). Taigi, augimo greitis atskirais laiko tarpais
gali baiti nustatomas siekiant jvertinti bandomosios cheminés medziagos poveikj jos veikimo laikotarpiu. Jeigu
tokie nustatyti augimo greiciai atskirais laiko tarpais reik§mingai skiriasi nuo vidutinio augimo greicio, tai rodo
nuokrypj nuo tolygaus eksponentinio augimo ir reikia nuodugniai istirti augimo kreives.

50. Apskai¢iuokite augimo grei¢io procentinj slopinima kiekviename kartotiniame bandinyje su bandomaja
medziaga pagal lygtj [2]:

%1, =BT 100 2],
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kurioje:

%I, — vidutinio savitojo augimo grei¢io sumaZzéjimas procentais;

pe  — kontrolinés grupés vidutinio savitojo augimo greicio (p) vidutiné verté;

pr  — vidutinis savitasis augimo greitis kartotiniame bandinyje su bandomaja medziaga.

51. Kai ruosiant bandymo tirpalus naudojami tirpikliai, apskai¢iuojant augimo slopinimo procentinj dydj reikéty
naudoti tirpiklio kontrolinius bandinius, o ne kontrolinius bandinius be tirpikliy.

ISeiga

52. ISeiga apskaiCiuojama kaip nuo bandymo pradzios iki pabaigos atsirades biomasés skirtumas kiekviename
atskirame kontroliniy ir bandomyjy grupiy inde. Apskaiciuokite kiekvienos bandymui pasirinktos koncent-
racijos ir kontrolinés grupés iSeigos viduting verte kartu su dispersijos iverciais. Kiekvieno bandomosios grupés
kartotinio bandinio i8eigos sumazéjima procentais ( % ) galima apskaiciuoti pagal formulg

Y.-Y
%I, = Feo¥n) 00 3]
c
Sioje formuléje:
%1, - iSeigos sumazéjimas procentais;
Y. — vidutiné kontrolinés grupés iSeigos verté;
Y;  — bandomosios grupés kartotinio bandinio ideigos verté.

Koncentracijos ir atsako kreivés braizymas

53. NubraiZykite augimo slopinimo procentinio lygio ir bandomosios cheminés medZiagos koncentracijos
logaritmo grafikg ir nuodugniai jj i$nagrinékite, nekreipdami démesio j tuos duomeny taskus, kurie per pirmaji
etapg buvo paZzyméti kaip riktai. 1§ akies arba kompiuterinio interpoliavimo biidu nubrézkite per duomeny
taskus tolydzia linijg, kad gautuméte pradinj koncentracijos ir atsako santykio vaizda. Tada taikykite i§samesni,
geriausia kompiuterinj statistinj, metodg. Priklausomai nuo numatomos duomeny paskirties, kokybés
(preciziskumo) bei kiekio ir turimy duomeny analizés priemoniy, galima (kartais labai pagristai) nuspresti
baigti duomeny analiz¢ Siame etape ir tiesiog i§ akies nubréztoje kreivéje rasti pagrindinius EC;,, EC,, ir (arba)
EC,, dydzius (taip pat zr. tolesnj skirsnj, kuriame raSoma apie skatinamajj poveiki). Statistinio metodo galima
netaikyti dél tokiy pagristy priezasciy:

— apdorojant tuos duomenis kompiuterizuotais metodais gauti rezultatai nebiity patikimesni negu eksperty
vertinimo rezultatai. Tokiais atvejais naudojant kai kurias kompiuterines programas gali net nepavykti gauti
patikimo sprendinio (iteracijos gali nekonverguoti ir t. t.);

— turimomis kompiuterinémis programomis nejmanoma tinkamai apdoroti atsako | augimo skatinimg
duomeny (7r. toliau).

Statistinés procediiros

54. Tikslas yra kiekybiskai nustatyti koncentracijos ir atsako santykj atliekant regresing analize. Galima taikyti
sverting tiesing regresijg atlikus atsako duomeny tiesinamgjj transformavima, pvz., | probito, logito arba
Weibull vienetus (8), taCiau geriau atlikti procediiras netiesinés regresijos metodais, per kurias geriau
apdorojami nei$vengiami duomeny neatitikimai ir nukrypimai nuo glodziyjy skirstiniy. Artéjant prie nulinio
arba visisko augimo slopinimo, tokie neatitikimai dél transformavimo gali padidéti ir trukdyti analizei (8).
Pazymétina, kad standartiniai analizés metodai naudojant probito, logito arba Weibull transformuotus dydzius
yra skirti dvireikSmiams (pvz., gai§tamumo arba i§gyvenimo) kintamiesiems, todél norint naudoti juos augimo
ar biomasés duomenims, biitina juos atitinkamai pritaikyti. Konkrecios EC, ver¢iy nustatymo i§ tolydZiyjy
duomeny procediiros aprasytos literatiiroje (9), (10), (11). Netiesinés regresijos analizés taikymas i§samiau
aprasytas 5 priedélyje.
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55. Analizuodami kiekvieng atsako kintamgjj, remdamiesi koncentracijos ir atsako santykiu, apskaic¢iuokite EC,
ver¢iy taskinius jvercius. Kai jmanoma, reikéty nustatyti kiekvieno jvercio 95 % pasikliovimo ribas. Reikéty
pagal grafikg arba statistiskai jvertinti atsako duomeny atitiktj regresijos modeliui. Regresiné analizé turéty biti
atliekama naudojant atskiry kartotiniy bandiniy atsakus, o ne visos bandomosios grupés vidutines vertes.
Tadiau jeigu netiesing kreive pritaikyti yra sunku arba nejmanoma dél per didelés duomeny sklaidos, Sia
problema galima apeiti atliekant nustatyty grupés vidutiniy verciy regresija — taip praktiSkai sumaZinama
spéjamy rikty itaka. Pasirinkus §j biida, bandymo ataskaitoje reikéty nurodyti, kad nukrypta nuo jprastos
procediiros, nes pritaikant kreive atskiriems kartotiniams bandiniams nebuvo gauta tinkamo rezultato.

56. Be to, jeigu esami regresijos modeliai ir (arba) metodai netinka turimiems duomenims, EC;, jvercius ir
pasikliovimo ribas taip pat galima gauti atliekant tiesing interpoliacija su saviranka (angl. bootstrapping) (13).

57. Vertinant bandomosios cheminés medZiagos poveikio augimo greic¢iui LOEC, taigi ir NOEC, biitina palyginti
bandomosios grupés vidutines vertes taikant dispersinés analizés (ANOVA) metodus. Taip gautg kiekvienos
koncentracijos grupés vidurkj reikia palyginti su kontrolinés grupés vidurkiu taikant tinkamg kartotiniy
palyginimy arba trendo kriterijjaus metoda. Gali biti naudinga taikyti Dunnett arba Williams kriterijy (12), (14),
(15), (16), (17). Biitina jvertinti, ar tinka ANOVA dispersijos vienalytiskumo prielaida. Sj vertinimg galima
atlikti naudojant grafika arba taikant formalyjj kriterijy (17). Tinka taikyti Levene arba Bartlett kriterijus. Jeigu
netinka dispersijy vienalytiskumo prielaida, kartais galima tai pataisyti logaritmine duomeny transformacija. Jei
dispersija yra itin nevienalyté ir to nejmanoma pataisyti transformuojant duomenis, reikéty apsvarstyti
galimybe atlikti analize kitais metodais, pvz., taikant laipsninio maZzinimo Jonkheere trend kriterijus. Papildomy
rekomendacijy, kaip nustatyti NOEC, pateikta literatiiroje (11).

58. AtsiZvelgiant | naujus mokslo pasiekimus, rekomenduojama atsisakyti NOEC sgvokos ir vietoj jos naudoti
regresija pagristus EC, taskinius jver¢ius. Pagal §j dumbliy bandymo metoda tinkama x verté nenustatyta, taciau
atrodo, kad tinka j 10-20 % intervalg patenkanti verté (kuri priklauso nuo pasirinkto atsako kintamojo).
Ataskaitoje geriausia nurodyti abi (EC,, ir EC,,) vertes.

Augimo skatinimas

59. Esant nedideléms bandomyjy medZiagy koncentracijoms, kartais pastebima, kad jos skatina bandomuyjy
organizmy augima (tai vadinama neigiamu slopinimu). Sio reiskinio priezastis gali biiti hormezé (,toksinis
skatinimas®) arba tai, kad kartu su bandomgja medZiaga | naudojamg minimalig terpe pridéta augimo
skatinimo veiksniy. Pazymétina, kad neorganiniy mitybiniy medziagy patekimas i terpe neturéty turéti jokio
tiesioginio poveikio organizmams, nes bandymo terpéje per visa bandymo laikg turéty bati palaikomas
mitybiniy medziagy perteklius. [ maZy doziy sukelta skatinamajj poveikj paprastai galima nekreipti démesio
apskai¢iuojant EC,, jeigu jis néra labai didelis. Taciau jeigu toks poveikis yra itin didelis arba reikia apskaiciuoti
EC, verte, kai x yra mazas, gali reikéti specialiy procediiry. Kai jmanoma, organizmy atsakg i skatinamaji
poveikj reikéty jtraukti atliekant duomeny analize, o jeigu naudojant turimg kreiviy pritaikymo programing
jrangg j nedidelj skatinamaji poveikj atsizvelgti nejmanoma, galima taikyti tiesing interpoliacijg su saviranka.
Jeigu skatinamasis poveikis itin didelis, galbat tikty taikyti hormezés model; (18).

Netoksinis augimo slopinimas

60. Kai bandomosios medZiagos sugeria $viesa, organizmy augimas gali sulététi dél tamsinimo sumaZéjus
gaunamam §viesos kiekiui. Tokiy fiziniy reiskiniy poveikj reikéty skirti nuo toksinio poveikio, atitinkamai
pakeiciant bandymo salygas, ir ataskaitoje ji reikéty aprasyti atskirai. Rekomendacijy pateikta literataroje (2),

(3).

BANDYMO ATASKAITA

61. Bandymo ataskaitoje turi bati pateikta toliau nurodyta informacija.
Bandomoji cheminé medZiaga
— Medziagos fizikiné prigimtis ir atitinkamos fizikinés ir cheminés savybés, jskaitant tirpumo vandenyje riba.
— Cheminés medziagos atpazinties duomenys (pvz., CAS numeris), jskaitant grynumg (priemaisas).
Bandomosios riiSys

— Pasirinkta padermé, tiekéjas arba Saltinis ir kulttiros auginimo sglygos.
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Bandymo sglygos

— Bandymo pradzios data ir trukmé.

— Bandymo plano aprasymas: naudojami bandymo indai, kultiiry tiriai, biomasés tankis bandymo pradzioje.
— Terpés sudétis.

— Bandymui pasirinktos koncentracijos ir kartotiniai bandiniai (pvz., kartotiniy bandiniy skaicius, bandymui
pasirinkty koncentracijy skai¢ius ir taikyta geometriné progresija).

— Bandymo tirpaly ruosimo apraSymas, jskaitant tirpikliy naudojimg ir t. t.

— Kultdiros auginimo aparatiira.

— Sviesos stipris ir ap$vietimo kokybé (3altinis, vienalytiskumas).

— Temperatiira.

— Bandomosios koncentracijos — vardinés bandymui pasirinktos koncentracijos ir bet kokie analiziy, atlikty
nustatant bandomosios cheminés medziagos koncentracija bandymo induose, rezultatai. Reikéty nurodyti
bandomosios medziagos regeneravimo nasumg pagal pasirinkty metodg ir kiekybinio nustatymo ribag
bandymo matricoje.

— Bet kokie nukrypimai nuo $io bandymo metodo.

— Biomasés nustatymo metodas ir matuojamo parametro bei sausosios medziagos masés sasajos jrodymas.

Rezultatai

— Visy bandomosios grupés indy 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 bandomosios grupés kartotinio bandinio atsako kintamieji, jy vidutinés vertés ir
kartotiniy bandiniy variacijos koeficientas.

— Koncentracijos ir poveikio santykio grafikas.

— Toksiskumo jverciai pagal atsako kintamuosius, pvz., ECy,, EC,,, EC,, ir atitinkami pasikliautinieji intervalai.
LOEC ir NOEC vertés (jeigu apskaiciuotos) ir statistiniai metodai, pagal kuriuos jos nustatytos.

— Jei taikytas ANOVA metodas — maziausio aptinkamo poveikio dydis (pvz., maZiausias reik$minis skirtumas).
— Bet koks bandomosiose grupése nustatytas augimo skatinimas.
— Bet kokie kiti pastebéti reiSkiniai, pvz., dumbliy sandaros (morfologiniai) poky¢iai.

— Rezultaty aptarimas, be kita ko, paaiskinant bet kokiy nukrypimy nuo $io bandymo metodo jtaka bandymo
rezultatams.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy savoky apibréztys.

Biomasé — gyvy organizmy populiacijos masé, iSreiskiama tam tikrame tiirio vienete esancios sausosios medziagos
mase, pvz., kiek miligramy dumbliy yra viename bandymo tirpalo litre (mg/l). Biomasés sgvoka paprastai
suprantama kaip masé, taciau per §j bandymg $is terminas vartojamas masei tiirio vienete apibadinti. Be to, per §j
bandyma vietoj biomasés paprastai matuojami pakaitiniai parametrai, kaip antai lasteliy skai¢ius, fluorescencija ir
t. t., taigi biomasés sgvoka apima ir $iuos pakaitinius matavimo vienetus.

Cheminé medziaga — medziaga arba miSinys.

Variacijos koeficientas — nedimensinis tam tikro parametro kintamumo matas, apibréziamas kaip standartinio
nuokrypio ir vidurkio santykis. Ji galima iSreik$ti ir procentine verte. Kartotiniy kontroliniy kultiry vidutinio
savitojo augimo greicio vidutinis variacijos koeficientas turéty biti apskai¢iuojamas taip:

1. pagal kasdienio (atskiry laiko tarpy) augimo greiCius apskai¢iuojamas atitinkamo kartotinio bandinio vidutinio
savitojo augimo greicio variacijos koeficientas (procentais);

2. apskai¢iuojama visy taip, kaip nurodyta pirmojoje jtraukoje, apskaiiuoty ver¢iy vidutiné verté, pagal kurig
gaunamas kartotiniy kontroliniy kultiry kasdienio (atskiry laiko tarpy) savitojo augimo grei¢io vidutinis
variacijos koeficientas.

EC, - bandymo terpéje istirpusios bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant bandomojo
organizmo augimas per nustatyta bandomosios medziagos veikimo laikotarpj (kuris, jeigu skiriasi nuo visos arba
jprastos bandymo trukmés, turi biti tiksliai nurodytas) sumazéja x % (pvz., 50 %). Pagal augimo greitj arba iSeiga
nustatytai EC vertei vienareik$miSkai Zyméti vartojami simboliai E,C (augimo greicio) ir E,C (i8eigos).

Auginimo terpé — visiskai paruo$ta sintetiné kultirai auginti skirta terpé, kurioje per bandyma auginami
bandomosios cheminés medziagos veikiami dumbliai. Bandomoji cheminé medziaga paprastai istirpinama auginimo
terpéje.

Augimo greitis (vidutinis savitasis augimo greitis) — logaritminis biomasés didéjimas bandomosios medziagos
veikimo laikotarpiu.

Maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maziausia bandymui pasirinkta koncentracija, kuriai esant
pastebimas statistiskai reik§mingas cheminés medZziagos slopinamasis poveikis bandomyjy organizmy augimui (kai
p < 0,05), palyginti su kontroliniais bandiniais, per nustatytg tos medZiagos veikimo laikotarpj; taciau visy LOEC
virsijanciy bandymo koncentracijos ver¢iy kenksmingas poveikis turi bati lygus LOEC poveikiui arba didesnis. Kai
Sios dvi salygos netenkinamos, bitina i$samiai paaiskinti, kaip pasirinkta LOEC (taigi ir NOEC) verté.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandymui pasirinkta koncentracija, kuri yra tik truputj mazZesné
negu LOEC koncentracija.

Atsako kintamasis — toksiSkumui vertinti naudojamas kintamasis, gautas pagal bet kurj i§ matuojamy parametry,
kuriais apibidinama biomasé taikant skirtingus apskai¢iavimo metodus. Pagal §j bandymo metodg atsako kintamieji
yra augimo greitis ir iSeiga, nustatyti matuojant pacig biomase arba kurj nors i§ nurodyty pakaitiniy parametry.

Savitasis augimo greitis — atsako kintamasis, apibréZiamas kaip stebimo parametro (pagal §j bandymo metodg —
biomasés) natiraliyjy logaritmy skirtumo ir atitinkamo laikotarpio dalmuo.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metodg tiriama cheminé medziaga arba misinys.

ISeiga — matuojamo kintamojo ver¢iy bandomosios medzZiagos veikimo laikotarpio pabaigoje ir pradzioje
skirtumas, kuriuo isreiskiamas biomasés padidéjimas per bandymo laikotarpi.
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2 priedélis

Bandymui tinkamos padermés

Zaliadumbliai

Pseudokirchneriella subcapitata (anks¢iau vadinti Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG.

Desmodesmus subspicatus (anks¢iau vadinti Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG.

Titnagdumbliai

Navicula pelliculosa, UTEX 664.

Melsvabakterés

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

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1.

Padermiy Saltiniai

Rekomenduojamas dumbliy padermes galima gauti kaip vienarties kultfiras i§ $iy rinkiniy (i$vardyti 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
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen

GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
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Rekomenduojamy naudoti risSiy i§vaizda ir savybés

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Lenktos, Ovalo formos, Ovalo formos
[§vaizda susuktos daugiausia Lazdelés lasteliy gran- Lazdelés
pavienés lastelés | pavienés Igstelés dinés

Dydis (ilgis ir plotis), pm 8-14 x 2-3 | 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 45x3 6 x1
Lastelés thris (um?/lastelé) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 () 30-40 () 2,5 ()
Sausoji lasteliy masé (mgflas- | 2-3 x 10-¢ 3-4 x 10-8 3-4 x 10-8 1-2 x 10-8 2-3 x10-°
telé)
Augimo greitis (?) (para~1) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(1) ISmatuotas elektroniniu daleliy skaitikliu.

(& Apskaiciuotas pagal dyd;.

(}) Dazniausiai pastebimas augimo EBPO sitilomoje terpéje greitis esant mazdaug 70 pE m~2 s~ ! Sviesos stipriui ir 21 °C tempera-
tirai.

Konkredios rekomendacijos dél bandymams rekomenduojamy riisiy kultiiry auginimo ir prieZiiiros
Pseudokirchneriella subcapitata ir Desmodesmus subspicatus

Siuos Zaliadumblius apskritai lengva priZifiréti jvairiose auginimo terpése. Informacija apie tinkamas terpes teikia
atitinkamy kulttiry rinkiniy tiekéjai. Lastelés paprastai yra pavienés, jy tankj lengva i$matuoti elektroniniu daleliy
skaitikliu arba mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Pradinei kultdrai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Itin svarbu uztikrinti, kad nesibaigty atnaujinamos atskiromis
partijomis ruogiamos kultiros eksponentinio augimo tarpsnis, nes atgaivinti pasibaigus $iam tarpsniui biity sunku.

Anabaena  flos-aquae sudaro viena prie kitos prikibusiy lasteliy grandiniy sankaupas, kuriy dydis gali kisti
priklausomai nuo kultiiros auginimo sglygy. Sias sankaupas gali reikéti suardyti, kai biomasei nustatyti atliekami
skai¢iavimai mikroskopu arba elektroniniu daleliy skaitikliu.

Siekiant suardyti lasteliy grandines ir taip sumazinti jy skaiCiaus kintamuma, dalinius éminius galima apdoroti
ultragarsu. Ilgiau, negu reikia grandinéms sutrumpinti, ultragarsu apdorojamos lastelés gali Zati. Kiekvieno
apdorojimo ultragarsu intensyvumas ir trukmé turi bati vienodi.

Siekiant kompensuoti kintamuma, suskai¢iuokite pakankamai daug hemocitometro lauky (bent 400 lasteliy). Tai
padeés patikimiau nustatyti tankj mikroskopu.

Bendrg Anabaena lasteliy tarj galima nustatyti elektroniniu daleliy skaitikliu, lasteliy grandines suardZius atsargiai
apdorojant ultragarsu. Kad lastelés nesuirty, apdorojimo ultragarsu jéga turi bati reguliuojama.

Siekiant uztikrinti, kad i bandymo indus séjama dumbliy suspensija biity gerai sumaiSyta ir vienalyté, naudojamas
stikurinis maiSytuvas arba panasus tinkamas badas.

Bandymo indus reikéty pastatyti ant sukamosios arba slankiojamosios purtyklés stalo ir maiSyti mazdaug 150 siikiy
per minute greiciu. Arba galima suplakti indy turinj darant pertraukas — taip Anabaena buty maziau linke sudaryti
gniuZulus. Jei susidaro gniuzuly, batina stengtis paimti reprezentatyvius éminius biomasei matuoti. Norint suardyti
dumbliy gniuZzulus, prie§ imant éminius gali reikéti juos stipriai pakratyti.
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Synechococcus leopoliensis

Pradinei kultdirai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Informacija apie tinkamas terpes teikia atitinkamy kultiiry
rinkiniy tiekéjai.

Synechococcus leopoliensis yra pavienés lazdelés formos lastelés, kurios yra labai maZzos, todél matuojant biomase jas
sunku suskai¢iuoti mikroskopu. Pravartu naudoti elektroninius daleliy skaitiklius, pritaikytus mazesnéms, iki
mazdaug 1 pm dydzio daleléms skaiciuoti. Taip pat tinka atlikti in vitro fluorimetrinius matavimus.

Navicula pelliculosa

Pradinei kultdrai laikyti tinka jvairios auginimo terpés. Informacija apie tinkamas terpes teikia atitinkamy kultary
rinkiniy tiekéjai. Atminkite, kad terpés sudétyje turi bati silikato.

Tam tikromis auginimo sglygomis Navicula pelliculosa gali sudaryti sankaupas. Dél lipidy susidarymo $iy dumbliy
lastelés kartais sudaro plévele terpés pavirsiuje. Tokiomis sglygomis imant dalinius éminius biomasei nustatyti, biitina
imtis specialiy priemoniy, kad éminiai baity reprezentatyviis. Gali reikéti stipriai sukratyti dumblius, pvz., sikuriniu
maiSytuvu.
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Auginimo terpés

Galima naudoti viena i iy dviejy auginimo terpiy:

3 priedélis

— EBPO terpé — originali EBPO TG 201 terpé, taip pat naudojama pagal standartg ISO 8692;

— JAV aplinkos apsaugos agentiiros AAP terpé, taip pat naudojama pagal ASTM.

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

AAP (JAV aplinkos apsaugos agentiiros) terpés ir EBPO TG 201 terpés sudétis

Sudedamoji dalis AAP terpé EBPO terpé
mg/l mmol mg|l mmol
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,CI 15,0 0,280
Mgdl, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO, - 7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl, - 6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA - 2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl, - 4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl, - 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO, - 2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cudl, 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81
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EDTA ir gelezies molinis santykis vos vir§ija vienet; taip nesusidaro geleZies nuosédy ir kartu sunkiyjy metaly jony

chelodara yra minimali.

Bandymui naudojant titnagdumblius Navicula pelliculosa, siekiant gauti 1,4 mg Si/l koncentracijg, i abi terpes turi biiti

papildomai dedama Na,SiO, - 9H,0.

Terpés pH verté gaunama nusistovéjus pusiausvyrai tarp terpés karbonatinés sistemos ir atmosferos oro dalinio CO,
slégio. Apytikris santykis tarp pH vertés, esant 25 °C temperatiirai, ir molinés hidrokarbonato koncentracijos

iSreiskiamas formule

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

Esant 15 mg NaHCO,/l, pH_ = 7,5 (JAV aplinkos apsaugos agentiiros siiilomoje terpéje), o esant 50 mg NaHCO,/],
g 31l PHgg p psaugos ag je terpe) g 3

pH,, = 8,1 (EBPO terpéje).

Bandymo terpiy elementiné sudétis

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

EBPO terpés ruosSimas

Mitybiné medziaga

Koncentracija pradiniame tirpale

1 pradinis tirpalas:

mitybiniai makroelementai

NH,Cl 1,5 g/l
Mgdl, - 6H,0 1,2 g/l
CaCl, - 2H,0 1,8 g/l
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
2 pradinis tirpalas:

geleZis

FeCl, - 6H,0 64 mg|l

Na,EDTA - 2H,0

100 mg|l
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Mitybiné medziaga Koncentracija pradiniame tirpale
3 pradinis tirpalas:
mikroelementai
H,BO, 185 mg|l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
Cudl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
4 pradinis tirpalas:
hidrokarbonatas
NaHCO, 50 g/l
Na,SiO, - 9H,0

Pradiniai tirpalai sterilizuojami membraninio filtravimo badu (vidutinis akuciy skersmuo 0,2 pm) arba apdorojant
autoklave (120 °C temperatiiroje, 15 min.). Tirpalai laikomi tamsoje, 4 °C temperatiiroje.

Autoklave negalima apdoroti 2 ir 4 pradiniy tirpaly, jie sterilizuojami membraninio filtravimo badu.
Auginimo terpé paruosiama j vandenj jpilant atitinkama 1-4 pradiniy tirpaly kiekj.

[ 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.

Atskiedziama sterilizuotu vandeniu iki 1 000 ml tirio.

Terpé pakankamai ilgai laikoma, kad tarp jos ir atmosferos oro nusistovéty CO, pusiausvyra, jei reikia, kelias
valandas barbotuojant sterily filtruotg ora.

JAV aplinkos apsaugos agentiiros terpés ruoSimas

1. Po 1 ml kiekvieno i§ 2.1-2.7 punktuose nurodyty pradiniy tirpaly jpilama | mazdaug 900 ml dejonizuoto arba
distiliuoto vandens ir atskiedziama iki 1 litro tdrio.

2. Mitybiniy makroelementy pradiniai tirpalai ruosiami 500 ml dejonizuoto arba distiliuoto vandens istirpinant
toliau nurodytus medziagy kiekius. 2.1, 2.2, 2.3 ir 2.4 punktuose nurodytus reagentus galima sumaisyti
viename pradiniame tirpale.

2.1 NaNoO, 12,750 g
2.2 Mgdl, - 6H,0 6,082 g
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23 CaCl,- 2H,0 2,205 g
2.4 Mitybiniy mikroelementy pradiniai tirpalai (zr. 3)
2.5 MgSO, - 7H,0 7,350 g
2.6 K,HPO, 0,522 g
2.7 NaHCO, 7,500 g
2.8 Na,SiO, - 9H,0 Zr. 1 pastaba.

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

1 pastaba. Tinka tik bandomosioms titnagdumbliy risims. Galima déti tiesiai i terpe (202,4 mg) arba kaip
pradinj tirpalg, kad galutiné koncentracija terpéje biity 20 mg/l Si.

Mitybiniy mikroelementy pradinis tirpalas ruosiamas 500 ml dejonizuoto arba distiliuoto vandens istirpinant:

H,BO, 92,760 mg

MnCl, - 4H,0 207,690 mg

Zn(l, 1,635 mg

FeCl, - 6H,0 79,880 mg

Co(Cl2 - 6H20 0,714 mg

Na2MoO, - 2H,0 3,630 mg

CuCl, - 2H,0 0,006 mg

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg [dinatrio (etilendinitrilo) tetraacetatas]
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg Zr. 2 pastaba.

2 pastaba. Tinka déti tik j titnagdumbliy rtsiy pradiniy kultdry terpes.
Nustatoma 7,5 + 0,1 pH verté jdedant 0,1 N arba 1,0 N NaOH arba HCL.

Terpés perfiltruojamos § sterilig talpg per 0,22 pm aku¢iy membraninj filtrg, jeigu bus naudojamas daleliy
skaitiklis, arba per 0,45 pm akuciy filtrg, jeigu daleliy skaitiklis nebus naudojamas.

Terpé iki naudojimo laikoma tamsoje, mazdaug 4 °C temperatiroje.
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4 priedélis

Dumbliy kultiiry auginimo procediiros pavyzdys

Bendrosios pastabos
Pagal 3ig procedirg dumbliy kultiros auginamos toksiskumo bandymams atlikti.

Tinkamais metodais uZtikrinkite, kad dumbliy kultiiros nebaity uzkréstos bakterijomis. Gali biiti patartina naudoti
sterilizuotas kultairas, taciau turi bati gautos ir naudojamos vienaraisés dumbliy kultiiros.

Stengiantis i§vengti uzkrétimo bakterijomis ir kitais dumbliais, visus veiksmus biitina atlikti steriliomis salygomis.
Naudojama jranga ir medZiagos
Zr. $io bandymo metodo aprasymg (,Aparatiira®).

Dumbliy kultiiry gavimo procediiros
Mitybiniy medZiagy tirpaly (terpiy) ruoSimas

Paruo$iami visy i terpe dedamy mitybiniy medziagy drusky koncentruoti pradiniai tirpalai, kurie laikomi tamsoje ir
Saltai. Sie tirpalai sterilizuojami filtruojant arba apdorojant autoklave.

Terpé ruosiama j sterily distiliuotg vandenj jpilant reikiama pradinio tirpalo kiekj, imantis apsaugos nuo uzkrétimo
priemoniy. Ruosiant kietaja terpe jdedama 0,8 % agaro.

Pradiné kultiira

Pradinés kultiros yra mazos dumbliy kultaros, kurios reguliariai perkeliamos j $viezig terp¢ ir naudojamos kaip
pradiné bandymy medZiaga. Jeigu kultiiros reguliariai nenaudojamos, jos perkeliamos ant gulsciojo agaro mégintuve-
liuose. Sios kultiiros bent karta per du ménesius perkeliamos | SvieZia terpg.

Pradinés kultaros auginamos tinkamoje terpéje (apie 100 ml tairio) kaginése kolbose. 20 °C temperatiroje nuolatinio
ap$vietimo sglygomis inkubuojamus dumblius reikia perkelti kas savaite.

] kolba su $viezia terpe sterilia pipete perkeliamas toks ,senos“ kultiiros kiekis, kad pradiné koncentracija greitai
augan¢iy rasiy atveju biity mazdaug 100 karty maZesné nei senos kultiiros.

Konkrecios riisies dumbliy augimo greitj galima nustatyti i§ augimo kreivés. Zinant augimo greitj, galima jvertinti,
koks turéty biiti | naujg terpe perkeliamos kultiiros tankis. Tai reikia padaryti anks¢iau, negu atitinkama kultiira
pasieks Ziities tarpsni.

I§ anksto paruosta kultiira

I§ anksto paruosta kultira naudojama bandomyjy kultiry paséliui reikalingam dumbliy kiekiui gauti. I anksto
paruosta kultira inkubuojama bandymo salygomis ir naudojama per eksponentinio augimo tarpsnj, paprastai
mazdaug po 2-4 pary inkubacinio periodo. Dumbliy kultfirose esancios deformuotos arba nejprastos sandaros
lastelés turi bati pasalintos.
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5 priedélis

Duomeny analizé netiesinés regresijos biidu
Bendrosios pastabos

Per dumbliy ir kity mikroorganizmy augimo bandymus gaunamas atsakas — biomasés augimas — yra i§ esmés
tolydusis arba metrinis kintamasis — proceso greitis, jei naudojamas augimo greitis, ir jo integralas pagal laika,
kintamuoju pasirinkus biomase. Abu dydziai lyginami su atitinkamu bandomosios medziagos neveikiamy kartotiniy
kontroliniy bandiniy vidutiniu atsaku, kuris yra didZiausias atsakas nustatytomis salygomis (pagrindiniai lemiama
jtakg turintys veiksniai per dumbliy bandyma yra $viesa ir temperatiira). Bandymo sistema yra paskirstytoji arba
vienalyté ir biomas¢ galima vertinti kaip iStisinj parametrg neatsizvelgiant j atskiras lasteles. Tokioje sistemoje
budingo atsako dispersijos pasiskirstymas (paprastai apibidinamas logaritminiu normaliuoju arba normaliuoju
paklaidy skirstiniu) siejamas tik su bandymo veiksniais. Tai yra prieSinga tipiniams dvireik$miy kintamyjy
bioanalizés atsakams, dél kuriy daznai daroma prielaida, kad atskiry organizmy atsparumas (paprastai iSreikstas
binominiu skirstiniu) yra vyraujantis dispersijos komponentas. Siuo atveju kontrolinés grupés atsakas yra nulinio
arba foninio lygio.

Nesudétingu atveju normalizuotas arba santykinis atsakas r tolygiai mazéja nuo 1 (nulinis slopinimas) iki 0 (100 %
slopinimas). Isidémétina, kad visi atsakai turi asocijuotaja paklaidg ir kad gali bati apskaiciuotas tariamas neigiamas
slopinimas, kuris baty tik atsitiktinés paklaidos rezultatas.

Regresiné analizé
Modeliai

Regresinés analizés tikslas — koncentracijos ir atsako kreive kiekybiskai apibidinti kaip matematinés regresijos
funkcija Y = f (C) arba, dazniau, F (Z), kai Z = log C. Naudojant atvirksting funkcijg C = f1 (Y) galima apskaiciuoti
EC, vertes, jskaitant EC,,, EC,, ir EC,, ir jy 95 % pasikliovimo ribas. Irodyta, kad dumbliy augimo slopinimo
bandymais gautiems koncentracijos ir atsako santykiams apibtdinti tinka kelios paprastos matematiniy funkcijy
formulés. Tokios funkcijos yra, pvz., logistiné lygtis, nesimetriné Weibull lygtis ir logaritminio normaliojo skirstinio
funkcija. Visos jos yra sigmoidés, asimptotiskai artéjancios prie vieneto, kai C — 0, ir prie nulio, kai C — begalybé.

Neseniai pasitilyta kaip alternatyva asimptotiniams modeliams taikyti tolydZiosios slenkscio funkcijos modelius (pvz.,
Kooijman ,populiacijos augimo slopinimo“ modeli, Kooijman et al., 1996). Pagal §j modelj daroma prielaida, kad
poveikio néra, kol koncentracija nesiekia tam tikros ribinés ECj+ vertés, jvertinamos ekstrapoliuojant atsako ir
koncentracijos santykj iki sankirtos su koncentracijos ver¢iy asimi, naudojant paprasty tolydziaja funkcija, nediferen-
cijuojamg pradzios taske.

[sidémétina, kad analizé gali bati atlickama paprasciausiai naudojant minimalias liekany kvadraty (pastovios
dispersijos atveju) sumas arba svertiniy kvadraty sumas, jeigu kompensuojamas dispersijos nevienalytiskumas.

Procediira

Taikomg procediirg galima glaustai apibadinti taip: pasirinkta tinkama funkciné lygtis Y = f(C) pritaikoma turimiems
duomenims taikant netiesing regresija. Siekiant i§ turimy duomeny gauti kuo daugiau informacijos, geriau naudoti
atskirus kiekvienos kolbos matavimy duomenis, o ne vidutines kartotiniy bandiniy vertes. Kita vertus, esant didelei
dispersijai, i§ praktinés patirties yra zinoma, kad naudojant kartotiniy bandiniy vidurkius galima atlikti patikimesni,
maziau duomeny sistemingyjy paklaidy veikiamg matematinj vertinimg negu tada, kai naudojamas kiekvienas
atskiras paliktas duomeny tagkas.

Grafike pavaizduojama pritaikyta kreivé kartu su matavimy duomenimis ir patikrinama, ar kreivée pritaikyta
tinkamai. Siuo tikslu gali biti itin naudinga atlikti lickany analize. Jeigu pasirinkta koncentracijos ir atsako
pritaikymo funkcija tinka ne visai kreivei arba tik kuriai nors esminei jos daliai aprasyti, pvz., atsako ,duobei esant
mazoms koncentracijos vertéms, vietoj simetrinés pasirenkama kita pritaikoma kreivé, pvz., nesimetriné Weibull
funkcijos kreivé. Dél neigiamo slopinimo gali kilti problemy, pvz., naudojant logaritminio normaliojo skirstinio
funkcija; tokiu atveju irgi reikés rinktis kitg regresijos funkcijg. Tokiy neigiamy ver¢iy nepatartina prilyginti nuliui ar
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priskirti joms mazg teigiama verte, nes taip buty iSkreiptas paklaidy pasiskirstymas. Norint jvertinti EC,, kai x yra
mazas, vertes, galbat tikty pritaikyti kreive atskirose jos dalyse, pvz., mazo slopinimo dalyje. Pagal pritaikyta lygti
apskai¢iuojami (,atvirkstinio jvertinimo“ baidu) C = f(Y) badingyjy tasky jverciai EC, ir ataskaitoje pateikiamas bent
EC,, jvertis bei vienas i§ dviejy EC, esant mazam x, jverCiy. I§ bandymy praktikos Zinoma, kad dél dumbliy
bandymo precizikumo paprastai galima pakankamai tiksliai jvertinti 10 % slopinimo lygi, jeigu yra pakankamai
duomeny tasky, nebent, esant maZoms koncentracijoms, iskraipantysis veiksnys baty augimo skatinimas. EC,,
jverCio preciziskumas daZnai yra kur kas didesnis negu EC,,, nes EC,, paprastai yra mazdaug tiesiojoje vidurinés
koncentracijos ir atsako kreives dalyje. Kartais EC,, duomenis gali bati sunku aiskinti dél skatinamojo poveikio
augimui. Todél, nors EC,, verte paprastai galima pakankamai tiksliai nustatyti, rekomenduojama ataskaitoje visada
nurodyti ir EC,,.

Svertiniai koeficientai

Bandymy dispersija apskritai yra nepastovi ir i ja paprastai jeina proporcinis komponentas, taigi jprastai galima
sekmingai atlikti sverting regresing analize. Tokiai analizei naudojami svertiniai koeficientai paprastai laikomi
atvirk$ciai proporcingais dispersijai:

W, = 1/Var(r)

Naudojant daugelj regresijos programy galima pasirinkti sverting regresing analize, svertinius koeficientus pateikiant
lenteléje. Patogu normalizuoti svertinius koeficientus dauginant juos i§ n/2 w, (n yra duomeny tasky skaicius), kad jy
suma bty lygi vienetui.

Atsaky normalizavimas

Normalizavimas pagal vidutinj kontroliniy bandiniy atsaka kelia tam tikry metodiniy problemy ir gaunama gan
sudétingos struktiros dispersija. Kai augimo slopinimo procentiné verté gaunama dalijant konkrecias atsako vertes i§
kontroliniy bandiniy atsako vidurkio, atsiranda papildoma paklaida dél kontroliniy bandiniy vidurkio paklaidos,
todél batina atlikti regresijos svertiniy koeficienty ir pasikliovimo riby pataisa dél kovariacijos su kontroliniais
bandiniais (Draper ir Smith, 1981), nebent $i paklaida baty labai maza. [sidémétina, jog svarbu didelis kontroliniy
bandiniy vidutinio atsako jver¢io preciziskumas, kad santykinio atsako suminé dispersija biity kuo mazesné. Si
dispersija atrodo taip:

(apatinis i indeksas reiskia i koncentracijos lygj, 0 indeksas — kontrolinius bandinius)

Yi = santykinis atsakas = r,/r, = 1 — I = f(C),
kurio dispersija Var(Y ) = Var (r,/r,) = (OYi [ O r)? - Var(r) + (O Y, O 1,)? - Var(r,)),
ir kadangi (O Y,/ O 1) = 1[r,ir QY ] O 1)) = 1,12,

esant normaliajam duomeny skirstiniui ir m, bei m, kartotiniams bandiniams: Var(r; ) = 0?/m,

1
suminé santykinio atsako Y, dispersija yra
Var(Y,) = 0?/(r, - m,) + 12 - 02[r,* - m,

Kontroliniy bandiniy vidurkio paklaida yra atvirk$¢iai proporcinga kvadratinei $akniai i§ suvidurkinty kontroliniy
kartotiniy bandiniy skaiciaus; kartais galima pagristai jtraukti i§ anks¢iau sukauptus duomenis ir taip labai sumazinti
paklaidg. Pagal alternatyvig procedira nereikia normalizuoti duomeny ir pritaikyti absoliu¢iyjy atsaky dydziy,
jskaitant kontroliniy bandiniy atsaky duomenis, taciau reikia naudoti kontroliniy bandiniy atsako verte kaip
papildomg parametr, pritaikoma netiesinés regresijos budu. Naudojant jprastg 2 parametry regresijos lygti, pagal §j
metoda reikia pritaikyti 3 parametrus, todél reikia daugiau duomeny tasky negu taikant netiesing regresija
duomenims, kurie normalizuojami naudojant i§ anksto nustatyta kontroliniy bandiniy atsaka.
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Atvirkstiniai pasikliautinieji intervalai

Netiesinés regresijos pasikliautinyjy intervaly apskaiciavimas atliekant atvirkstinj jvertinima yra gana sudétingas ir
jprastuose statistikos kompiuteriniy programy rinkiniuose jo néra kaip tipinés pasirinkties. Apytikrius pasikliauti-
nuosius intervalus galima gauti naudojant jprastas netiesinés regresijos programas ir atliekant parametry keitima
(Bruce ir Versteeg, 1992), kurj sudaro matematinés lygties perrasymas pagal reikiamus tasky jvercius, pvz., EC,, ir
EC,, kaip vertinamus parametrus (tarkime, kad yra funkcua I =f (a0, B, koncentracija) ir naudojami apibréziamieji
santykiai f (a, f, EC,,) = 0,1 bei f (a, B, ECy,) = 0,5 funkcijai f (a, B, koncentracga) pakeisti lygiaverte funkcija g (EC,,,

EC,,, koncentracu ).

Labiau tiesioginis apskai¢iavimas (Andersen et al., 1998) atlickamas nekei¢iant pradinés lygties ir taikant Taylor
eilutés skleidinj apie r; ir r, vidurkius.

Neseniai i§populiaréjo savirankos (angl. bootstrap) metodai. Taikant tokius metodus empiriniam dispersijos skirstiniui
vertinti naudojami matavimy duomenys ir, naudojant atsitiktiniy skai¢iy generatoriy, daznai imami pakartotiniai
éminiai.
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4) C.11 skyrius pakei¢iamas taip:

,C.11. AKTYVIOJO DUMBLO KVEPAVIMO SLOPINIMO BANDYMAS (ANGLIES IR AMONIO
OKSIDACIJA)

[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 209 (2010). Jis skirtas cheminés medZiagos
poveikiui aktyviojo dumblo mikroorganizmams (daugiausia bakterijoms) nustatyti matuojant jy kvépavimo
intensyvuma (anglies ir (arba) amonio oksidacijg) nustatytomis konkreciomis salygomis, esant jvairioms
bandomosios cheminés medziagos koncentracijoms. Sis bandymo metodas pagristas ETAD (dazikliy gamybos
pramonés ekologijos ir toksikologijos asociacijos) bandymais (1), (2), ankstesnémis EBPO bandymo gairémis
Nr. 209 (3) ir pakeistu ISO 8192 standartu (4). Sio bandymo tikslas — taikant greitajj atrankos metodg, vertinti
cheminiy medziagy poveiki nuoteky valymo jrenginiy biologinio (aerobinio) valymo etape naudojamo
aktyviojo dumblo mikroorganizmams. Sio bandymo rezultatais taip pat galima remtis nustatant neslopinancias
bandomuyjy cheminiy medziagy koncentracijas, tinkamas naudoti atliekant biologinio skaidumo tyrimus (pvz.,
Sio priedo C.4 A-F, C.9, C.10, C12 ir C.29 skyriai, EBPO TG302C). Tokiu atveju §j bandymg galima atlikti kaip
atrankos bandyma, panady j intervalo arba riby nustatymo bandyma (Zr. 39 skirsnj), vertinant tik bendrajj
kvépavimg. Tadiau $ia informacija reikéty atsargiai remtis atliekant lengvo biologinio skaidumo bandymus (Sio
priedo C.4 A-F ir C.29 skyriai), per kuriuos pasélio koncentracija yra kur kas mazesné nei pagal § bandymo
metoda. I3 tiesy, nors per §i kvépavimo slopinimo bandyma gali bati nustatyta, kad jokio slopinimo néra, tai
dar nereiskia, kad baity pripaZintos neslopinancios salygos atliekant lengvo biologinio skaidumo bandyma
pagal $io priedo C.4 A-F arba C.29 skyriy.
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2. Apskritai atrodo, jog nuo tada, kai pirma kartg paskelbta apie kvépavimo slopinimo bandymag, jis atliekamas
sékmingai, taciau kartais prane§ama apie gautus klaidingus rezultatus, pvz., (2), (4), (5). Kartais gaunamos
dvifazés kvépavimo pagal koncentracija kreivés, iSkraipyti dozés ir atsako santykio grafikai ar netikétai maZzos
EC,, vertés (5). Istyrus nustatyta, jog tokie rezultatai gaunami tada, kai bandymo aktyviajam dumblui yra
budinga stipri nitrifikacija ir bandomoji cheminé medziaga amonio oksidacija veikia labiau negu bendraja
heterotrofing oksidacijg. Todél tokiy klaidingy rezultaty galima iSvengti atlickant papildomus bandymus
naudojant specialy nitrifikacijos inhibitoriy. ISmatuojant deguonies sugerties greitj esant tokiam inhibitoriui,
pvz., N-aliltiokarbamidui (ATU), ir be jo, galima atskirai apskaiciuoti bendros, heterotrofinés ir dél nitrifikacijos
vykstancios deguonies sugerties lygius (4), (7), (8). Taip galima nustatyti bandomosios cheminés medziagos
slopinamajj poveikj abiem procesams ir tiek organinés (heterotrofinés) anglies oksidacijos, tick amonio
oksidacijos (nitrifikacijos) EC,, vertes apskaiiuoti jprastu budu. PaZymétina, jog kai kuriais retais atvejais N-
aliltiokarbamido slopinamasis poveikis gali i§ dalies arba visiskai i$nykti dél kompleksodaros su bandomosiomis
cheminémis medziagomis arba terpés priedais, pvz., Cu** jonais (6). Cu** jonai yra batini Nitrosomonas, taciau
didesnémis koncentracijomis toksiski.

3. Uztikrinti nitrifikacija atliekant aerobinj nuoteky valyma kaip biting azoto junginiy Salinimo i§ nuoteky,
denitrifikuojant dujinius darinius, proceso etapa yra itin svarbus uzdavinys, ypa¢ Europos 3alyse; ES neseniai
nustaté Zemesnes azoto koncentracijos iSvalytose nuotekose, isleidziamose | nuoteky priimtumg, ribines
vertes (').

4. Daugeliu atvejy pakanka taikyti toki metods, pagal kurj bity jvertintas poveikis organinés anglies oksidacijos
procesams. Taciau kai kuriais atvejais, siekiant iSaiSkinti gautus rezultatus ir suprasti §j poveiki, reikia istirti
poveikj vien nitrifikacijai arba atskirai istirti poveikj nitrifikacijai ir poveikj organinei anglies oksidacijai.

BANDYMO METODO ESME

5. Sintetinémis nuotekomis maitinamo aktyviojo dumblo éminiy kvépavimo intensyvumas matuojamas uzdaroje
kameroje su deguonies elektrodu po 3 val. saly¢io su bandomagja medZiaga. Atsizvelgiant j tikéting poveikio
scenarijy, sglytis galéty trukti ir ilgiau. Jeigu bandomoji cheminé medZiaga yra greitai suskaidoma, pvz.,
abiotiskai hidrolizés blidu, arba yra laki ir pastovios jos koncentracijos palaikyti nejmanoma, papildomai galima
nustatyti trumpesnj, pvz., 30 min., poveikio laikotarpi. Poveikio dieng turéty biti patikrintas kiekvienos
partijos aktyviojo dumblo jautris naudojant tinkamga etaloning cheming medziaga. Per §j bandyma paprastai
nustatoma bandomosios cheminés medziagos EC, (pvz., ECyy) ir (arba) nepastebéto poveikio koncentracija
(NOEC).

6. Organing anglj oksiduojanc¢iy mikroorganizmy deguonies suvartojimo slopinimas gali biti iSreiskiamas atskirai
nuo amonj oksiduojanc¢iy mikroorganizmy, imatuojant deguonies suvartojimo spartg su N-aliltiokarbamidu ir
be jo (tai specialus inhibitorius, stabdantis pirmosios pakopos nitrobakterijy amonio oksidavima i nitritg). Siuo
atveju deguonies sugerties greiCio procentinis slopinimas apskai¢iuojamas palyginant deguonies sugerties greitj
veikiant bandomajai cheminei medZiagai su atitinkamy kontroliniy bandiniy be bandomosios cheminés
medziagos vidutiniu deguonies sugerties greiciu, tiek naudojant specialyjj inhibitoriy N-aliltiokarbamida, tiek be
jo.

7. Bet kokia deguonies sugertj per abiotinius procesus galima nustatyti iSmatuojant sugerties greitj bandomosios
cheminés medziagos, sintetiniy nuoteky terpés ir vandens miiniuose be aktyviojo dumblo.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

8. Kad buty jmanoma teisingai aiskinti bandymo rezultatus, reikéty Zinoti bandomosios cheminés medziagos
tapatybe (geriausia CAS numerj), pavadinima (IUPAC), grynumg, tirpumg vandenyje, gary slégj, lakuma ir
jgerties (adsorbcijos) savybes. Lakiyjy cheminiy medziagy bandymy paprastai nejmanoma tinkamai atlikti be
specialiy atsargumo priemoniy (zr. 21 skirsnj).

(") 1991 m. geguzés 21 d. Tarybos direktyva 91/271/EEB dél miesto nuoteky valymo (OLL 135, 1991 5 30, p. 40).
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BANDYMO METODO TAIKOMUMAS

9.  §j bandymo metoda galima taikyti vandenyje tirpioms, mazai tirpioms ir lakioms cheminéms medziagoms.
Tadiau gali biiti ne visada jmanoma gauti riboto tirpumo cheminiy medziagy EC;, vertes, o atliekant lakiyjy
cheminiy medZiagy bandymus, patikimus rezultatus jmanoma gauti tik tada, kai didZioji bandomosios
cheminés medziagos dalis (pvz., > 80 %) lieka reakcijos misinyje iki veikimo laikotarpio (-iy) pabaigos. Reikéty
pateikti papildomy patvirtinamyjy analitiniy duomeny, siekiant patikslinti EC, koncentracija tais atvejais, kai
esama neaiskumy dél bandomosios cheminés medziagos stabilumo arba lakumo.

ETALONINES CHEMINES MEDZIAGOS

10. Siekiant jsitikinti bandymo metodo ir bandymo salygy patikimumu, reikéty reguliariai atlikti bandymus su
etaloninémis cheminémis medZiagomis, o poveikio dieng patikrinti kiekvienos mikroorganizmy pasélio partijos
aktyviojo dumblo jautrj. Kaip etaloning slopinamaji poveikj turin¢ig cheming¢ medziaga rekomenduojama
naudoti 3,5-dichlorfenolj (3,5-DCP) — tai Zinomas kvépavimo inhibitorius, naudojamas atliekant daugelj
jvairaus pobiidZio slopinamojo ir (arba) toksinio poveikio bandymy (4). Matuojant bendrojo kvépavimo
slopinima, kaip etaloning chemine medZiaga taip pat galima naudoti vario (II) sulfato pentahidratg (9). Kaip
specialy etaloninj nitrifikacijos inhibitoriy galima naudoti N-metilaniling (4).

TINKAMUMO KRITERIJAI IR ATKURIAMUMAS

11. TusCiy (be bandomosios ar etaloninés cheminés medziagos) kontroliniy bandiniy deguonies sugerties greitis
turéty bati ne maziau kaip 20 mg deguonies vienam gramui aktyviojo dumblo (sausosios suspenduoty kietyjy
medziagy masés) per valanda. Jei greitis yra mazesnis, bandyma reikéty pakartoti naudojant i$plauta aktyvyji
dumblg arba i§ kito Saltinio gauta dumblg. Kartotiniy kontroliniy bandiniy deguonies sugerties greicio
variacijos koeficientas nustatomojo bandymo pabaigoje neturéty bati didesnis kaip 30 %.

12. 2004 m. atlikus ISO organizuota tarptautinj tarplaboratorinj bandyma (4), per kurj naudotas buitiniy nuoteky
aktyvusis dumblas, nustatytos 3,5-DCP EC,, vertés matuojant bendrajj kvépavimg buvo nuo 2 iki 25 mgll,
matuojant heterotrofinj kvépavimg — nuo 5 iki 40 mg/l, matuojant nitrifikacinj kvépavimg — nuo 0,1 iki
10 mg/l. Jeigu nustatyta 3,5-DCP EC,, verté nepatenka j tikéting intervala, bandymag reikéty pakartoti
naudojant i§ kito 3altinio gautg aktyvyjji dumblg. Vario (II) sulfato pentahidrato EC;, verté, matuojant bendraji
kvépavima, turéty bati 53—-155 mg/l (9).

BANDYMO METODO APRASYMAS
Bandymo indai ir aparatiira

13. Turéty bati naudojama jprasta laboratoriné jranga ir $ie reikmenys:

a) bandymo indai — pvz., 1 000 ml tirio cheminés stiklinés, kuriose laikoma 500 ml reakcijos misinio
(zr. 1 pav. = 5);

b) istirpusio deguonies koncentracijos matavimo kamera ir priedai; tinkamas deguonies elektrodas; uzdara
talpa éminiui laikyti be virSerdvés, su savirasiu (pvz., 2 priedélio 1 pav. — 7, 8, 9); vietoj jos galima naudoti
biocheminiam deguonies suvartojimui (BDS) matuoti skirta butelj su pritaikyta mova deguonies elektrodui
prie butelio kaklelio pritvirtinti (Zr. 3 priedélio 2 pav.). Kad istatant deguonies elektrodg nebaty iSstumta ir
prarasta butelyje esancio skyscio, patartina visy pirma per movg jstatyti piltuvélj ar stiklinj vamzdelj arba
naudoti indus iSlenktais krastais. Abiem atvejais reikéty naudoti magnetinj maisiklj arba kita maisymo
priemone, pvz., savimaisj zonda;

¢) inertine medZiaga padengti magnetiniai maisikliai ir kartotuvai, skirti naudoti matavimo kameroje ir (arba)
bandymo induose;

d) aeratorius. Jeigu reikia, suslégtas oras turéty bati leidziamas per tinkamg filtra, i§ jo pasalinant dulkes ir
riebalus, ir per plovykles su vandeniu orui drékinti. Indy turinys turéty biiti aeruojamas naudojant Pastero
pipetes arba kitus cheminiy medZiagy nesugeriancius aeratorius. Sukamoji purtyklé, kurios sukimosi greitis
baty 150-250 sukiy/min., gali bati naudojama, pvz., 2 000 ml talpos kolboms, siekiant tiekti dumblui
reikalingg deguonj ir iSspresti problemas, kylancias, kai cheminés medZiagos pernelyg gausiai putoja, yra
lakios ir todél prarandamos arba sunkiai i$sklaidomos barbotuojant. Bandymo sistema paprastai susideda i$
nuolat aeruojamy ir tam tikra seka (pvz., 10-15 min. intervalais) paruo$ty cheminiy stikliniy, kuriy turinys
atitinkama eilés tvarka analizuojamas. Taip pat galima naudoti patvirtintus instrumentus misiniams aeruoti
ir kartu deguonies vartojimo grei¢iui matuoti juose;
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e) pH-metras;

f) centrifuga — jprasta dumblui tinkama staliné centrifuga, kurios sparta sickia 10 000 m/s2.

Cheminiai reagentai

14. Per visa bandymg turéty bati naudojami analiziskai gryni cheminiai reagentai.

Vanduo

15. Turéty bati naudojamas distiliuotas arba dejonizuotas vanduo, kuriame biity maziau nei 1 mg/l iStirpusios
organinés anglies, nebent konkre¢iai tikty naudoti vandentiekio vandenj be chloro.

Sintetiniy nuoteky mitybiné terpé

16. Terpé ruosiama i3 toliau nurodyty sudedamuyjy daliy, kuriy kiekiai turéty bati tokie:

— peptono 16 g
— mésos ekstrakto (arba panasaus augalinio ekstrakto) 11¢g
— karbamido 3g
— natrio chlorido (NaCl) 0,7¢
— kalcio chlorido dihidrato (CaCl,, 2H,0) 04¢
— magnio sulfato heptahidrato (MgSO,, 7H,0) 02g
— bevandenio kalio monohidrofosfato (K,HPO,) 28¢g

— distiliuoto arba dejonizuoto vandens iki 1 litro tirio.

17. Sio tirpalo pH turéty biiti 7,5 * 0,5. Jeigu paruosta terpé naudojama ne i§ karto, ja reikéty laikyti tamsoje 0-
4 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip savaite arba tokiomis salygomis, kad nepakisty jos sudétis. Isidémétina, jog
Sios sintetiniy nuoteky terpés koncentracija yra 100 karty didesné negu terpés, aprasytos EBPO techninéje
ataskaitoje ,Proposed metod for the determination of the biodegradability of surfactants used in synthetic
detergents* (Sitilomas metodas pavir§inio aktyvumo medZiagy, naudojamy sintetiniuose plovikliuose,
biologiniam skaidumui nustatyti) (1976 m. birZelio 11 d.), be to, i $ia terpe¢ dedama dikalio vandenilio fosfato.

18. Kitu atveju, ruosiant terpe laikymui, galima atskirai sterilizuoti jos sudedamgsias dalis arba peptonas ir mésos
ekstraktas gali baiti dedami prie§ pat bandyma. Prie$ naudojant terpe reikéty gerai sumaisyti ir, jei reikia, jos pH
verte patikslinti iki 7,5 * 0,5.

Bandomoji cheminé medZiaga

19. Lengvai vandenyje tirpstancioms bandomosioms medziagoms reikéty paruosti tiek pradinio tirpalo, kad nebaty
virSyta jy tirpumo vandenyje riba (neturi susidaryti nuosédy). Vandenyje mazai tirpios medZiagos, misiniai,
kuriy jvairios sudedamosios dalys yra nevienodai tirpios vandenyje, ir lengvai isigeriancios (adsorbuojamos)
medziagos turéty buti dedamos tiesiai { bandymo indus ir juose pasveriamos. Tokiais atvejais galima naudoti
pradinius tirpalus, jeigu istirpusiy bandomyjy cheminiy medziagy koncentracijy analiziniai nustatymai
atliekami bandymo induose (prie$ jdedant aktyvyji dumbla). IStirpusiy bandomyjy cheminiy medziagy koncent-
racijy analizinis nustatymas taip pat turi bti atlickamas bandymo induose tuo atveju, jeigu ruosiamos
vandenyje istirpusios dalys (angl. water accommodated fractions, WAF). Nereikéty naudoti organiniy tirpikliy,
dispergenty ar emulsikliy tirpumui padidinti. Pradinius tirpalus ir dar nesumaiSytas suspensijas apdoroti
ultragarsu, pvz., per naktj, galima tada, kai pakanka informacijos apie bandomosios cheminés medziagos
stabilumg tokiomis sglygomis.

20. Bandomoji cheminé medZiaga gali neigiamai paveikti bandymo sistemos pH. MiSiniy su bandomaja chemine
medziaga pH vertes reikéty iSmatuoti dar iki bandymo pradzios, per iSankstinj bandymg, siekiant nustatyti, ar
reikés patikslinti pH prie§ pagrindinj bandyma ir dar kartg pagrindinio bandymo dieng. Bandomosios cheminés
medzZiagos vandeniniai tirpalai arba suspensijos, kai reikia, turéty bati neutralizuojami prie§ jdedant pasélj.
Taciau kadangi neutralizuojant gali pakisti cheminés medziagos savybés, priklausomai nuo tyrimo tiksly,
galima papildomais bandymais ivertinti bandomosios cheminés medziagos poveiki dumblui netikslinant pH
vertes.
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21. Lakiyjy cheminiy medziagy toksinis poveikis, ypa¢ kai atliekant bandymg sistemoje barbotuojamas oras, gali
bati nevienodai didelis dél tokios medziagos kiekio maZzéjimo jos veikimo laikotarpiu. Atliekant $iy medziagy
bandymus reikéty imtis atsargumo priemoniy — atskirai i§analizuoti kontrolinius misinius su tokia medZiaga ir
atitinkamai pakeisti aeravimo normg.

Etaloniné cheminé medZiaga

22. Kaip etaloning cheming medZiagg naudojant 3,5-dichlorfenolj, reikéty paruosti tirpalg i§ 1,00 g 3,5-dichlor-
fenolio ir 1 000 ml vandens (15). Kad $i medZiaga grei¢iau istirpty, reikéty naudoti $ilta vandenj ir (arba)
apdoroti tirpalg ultragarsu, o kai tirpalas atau$ iki kambario temperatiros, papildyti ji iki reikiamo tario. Taciau
reikéty uztikrinti, kad nepakisty etaloninés medziagos struktira. Tirpalo pH verte reikéty patikrinti ir, jei reikia,
patikslinti naudojant NaOH arba H,SO,, kad pH biity 7-8.

23. Jeigu kaip etaloniné cheminé medZziaga naudojamas vario (II) sulfato pentahidratas, jo koncentracijos turi biti
58 mgfl, 100 mg/l ir 180 mgl (besiskiriancios 1,8 karto). Si medziaga dedama tiesiai | bandymo indus ir juose
pasveriama (kai bendras bandymo tirpalo tdris yra 500 ml, imama 29, 50 arba 90 mg medzZiagos), tada
iStirpinama 234 ml autoklave apdoroto vandentiekio vandens. Vario () sulfato pentahidratas yra lengvai
tirpstanti medziaga. Pradedant bandyma | tirpalg jdedama 16 ml sintetiniy nuoteky ir 250 ml aktyviojo
dumblo.

Specialus nitrifikacijos inhibitorius

24. Reikéty paruosti 2,32 g/l N-aliltiokarbamido (ATU) pradinj tirpala. Ipylus 2,5 ml $io pradinio tirpalo i
inkubuojamg 500 ml bendro tirio misinj, gaunama galutiné 11,6 mg ATU/I (10~ mol/l) koncentracija, kurios,
kaip Zinoma, pakanka (4) nitrifikacijai visiskai (100 %) sustabdyti nitrifikuojan¢iame aktyviajame dumble,
kuriame yra 1,5 g/l suspenduoty kietyjy medziagy.

Abiotiné kontrolé

25. Tam tikromis retomis salygomis, kai bandomoji cheminé medZziaga turi stipriai redukuojanciy savybiy,
matuojant gali baiti nustatyta nemaza abiotiné deguonies sugertis. Tokiais atvejais, siekiant skirti bandomosios
cheminés medziagos abioting deguonies sugertj nuo mikroorganizmy kvépavimo, bitina abiotiné kontrolé.
Abiotinius  kontrolinius bandinius galima paruosti | bandymo miSinius nededant pasélio. Abiotinius
kontrolinius bandinius be pasélio taip pat galima naudoti atliekant patvirtinamuosius analizinius matavimus,
siekiant nustatyti per bandomosios medziagos veikimo etapa pasiekta koncentracijos lygj, pvz., naudojant
vandenyje mazai tirpiy cheminiy medziagy pradinius tirpalus, kuriy sudedamosios dalys nevienodai tirpios
vandenyje. Konkreciais atvejais gali reikéti paruosti abiotinj kontrolinj bandinj naudojant sterilizuota (pvz.,
apdorojus autoklave arba pridéjus sterilizuojanciy toksiniy medziagy) paséli. Kai kurios cheminés medziagos
gali iSskirti arba sugerti deguonj tuo atveju, jeigu jy pavirSiaus plotas yra pakankamai didelis tokiai reakcijai
vykti, net jeigu tai reakcijai jprastai reikéty kur kas aukstesnés temperatiiros ar slégio. Todél daugiau démesio
reikéty skirti peroksi- grupés medziagoms. Sterilizuotas pasélis uzima didelj paviriaus plota.

Pasélis

26. Aktyvusis dumblas bendroms reikméms turéty biiti imamas i§ tinkamai veikiancio nuoteky valymo jrenginio, |
kurj patenka daugiausia buitinés nuotekos, aeracijos rezervuaro iSleidimo angos arba arti jos. Atsizvelgiant |
bandymo tiksla, gali biiti naudojamas ir kity tinkamy rasiy arba i§ kity Saltiniy gautas, pvz., laboratorijoje
iSaugintas aktyvusis dumblas. Tinkama suspenduoty dumblo kietyjy medziagy koncentracija yra 2—4 g/l. Taciau
i§ keliy valymo jrenginiy surinktas dumblas veikiausiai turéty skirtingy savybiy, skirtysi jo jautris jvairiam
poveikiui.

27. Dumblg galima naudoti toki, koks jis surinktas, taciau reikéty pasalinti stambias daleles paliekant dumblg
trumpam (pvz., 5-15 min.) nusistovéti ir tada virSutinj smulkesniy kietyjy daleliy sluoksnj nupilant arba
nukosiant (pvz., per 1 mm? dydzio akuciy sietg). Vietoj to dumbla galima sumaiSyti iki vienalytés masés,
jjungus maiSytuvg mazdaug 15 sekundziy ar ilgiau, taCiau reikia stengtis, kad nebiity per dideliy lyties jégy ir
temperattiros pokyciy ilgai maiSant maiSytuvu.
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28. Daznai reikia i$plauti dumbla, pvz., jeigu jam budingo kvépavimo intensyvumas yra maZzas. Pirmiausia reikéty
dumblg kurj laikg centrifuguoti, pvz., 10 min. apie 10 000 m/s? greiiu, kad susidaryty skaidrus pavirsinis
skystis ir nuoteky kietyjy medziagy gumulas. Susidariusj pavirsinj skystj reikéty pasalinti, tada dumbla dar
karta suspenduoti vandentiekio vandenyje be chloro, sukratyti ir pasalinti plovimo vandenj dar kartg centrifu-
guojant bei nupilant. Jeigu reikia, plovimo ir centrifugavimo procesas kartojamas. Zinant resuspenduoto
dumblo tarj, turéty bati nustatyta jo sausosios medziagos masé ir dumblo koncentracija padidinta paalinant
dalj skys¢io arba dumblas dar labiau atskiestas vandentiekio vandeniu be chloro, kad biity gauta reikiama
dumblo kietyjy medziagy koncentracija — 3 g/l. Aktyvusis dumblas turéty bati nuolat aeruojamas (pvz., 2 1f
min. sparta) esant bandymo temperatirai, ir, jeigu jmanoma, naudojamas ta pacig diena, kuria surinktas. Jei tai
nejmanoma, dumbla reikéty kasdien maitinti sintetiniy nuoteky mitybine terpe (j 1 1 aktyviojo dumblo dedama
50 ml sintetiniy nuoteky mitybinés terpés) ir ji laikyti galima ne ilgiau kaip dar dvi dienas. Tada dumblas
naudojamas bandymui ir, jeigu jo aktyvumas (vertinant pagal jam budingo heterotrofinio ir nitrifikacinio
kvépavimo intensyvumg) reik§mingai nepakito, bandymo rezultatai pripaZistami tinkamais.

29. Gali kilti sunkumy tuo atveju, jeigu inkubuojamas dumblas uzputoja tiek, kad putos ir i jas patekusios kietosios
dumblo dalelés issiverzia i§ aeracijos rezervuary. Kai kada putojima gali sukelti vien sintetinés nuotekos, taciau
putojimo taip pat reikéty tikétis tada, kai bandomoji cheminé medziaga yra pavirSinio aktyvumo medziaga arba
jos sudétyje yra pavirSinio aktyvumo medziagy. 1§ bandymo misiniy paalinus dalj kietyjy dumblo medziagy,
dirbtinai sumazinamas dumblo kvépavimo intensyvumas ir tai gali bati klaidingai palaikyta slopinamojo
poveikio rezultatu. Be to, aeruojant pavirSinio aktyvumo medZiagos tirpalg, ta medziaga kaupiasi puty
sluoksnyje, todél efektyvioji jos koncentracija sumazéja pasalinus putas i§ bandymo sistemos. Putojima galima
kontroliuoti paprastais mechaniniais biidais (pvz., kartais rankomis pamaisant stikline lazdele) arba jdedant
silikoninés emulsijos priespucio, kurio sudétyje néra pavirSinio aktyvumo medziagy, ir (arba) taikant kratomos
kolbos aeravimo metodg. Jeigu putojimo problema kyla dél naudojamy sintetiniy nuoteky, reikéty pakeisti
nuoteky sudétj pridedant priespucio reagento, pvz., 50 pl/l. Jeigu putojima sukelia pati bandomoji cheminé
medziaga, putojimui sustabdyti reikalingg priespucio kiekj reikéty nustatyti didZiausiai bandomosios medziagos
koncentracijai ir tada visus atskirus aeracijos rezervuarus (jskaitant tuos, kuriuose nesusidaro puty, pvz., tuiéiy
kontroliniy ir etaloniniy bandiniy indus) apdoroti vienodai. Jeigu naudojami prie$puciai, neturéty bati sgveikos
tarp jy ir pasélio ir (arba) bandomosios cheminés medziagos.

BANDYMO PROCEDURA

30. Galima nustatyti trijy skirtingy rasiy deguonies sugerties — bendrosios, tik heterotrofinés ir tik nitrifikacinés —
slopinimg. Paprastai turéty pakakti iSmatuoti bendrajj deguonies sugerties slopinimg. Poveiki heterotrofinei
deguonies sugerciai, vykstanciai dél organinés anglies oksidacijos ir amonio oksidacijos, batina nustatyti tada,
kai konkreciai reikia gauti $ias dvi atskiras konkrecios cheminés medziagos tyrimo vertinamgsias baigtis arba
(nebatinai) paaiskinti nejprastas dozés ir atsako santykio kreives, gautas iSmatavus bendrosios deguonies
sugerties slopinima.

Bandymo salygos

31. Bandymas turéty biti atlieckamas 20 * 2 °C temperatiroje.

Bandymo miSiniai

32. Bandymo miiniai (F; 1 lenteléje) i§ vandens, sintetiniy nuoteky mitybinés terpés ir bandomosios cheminés
medziagos turéty baiti ruosiami taip, kad biity gautos jvairios bandomosios cheminés medziagos koncentracijos
vardinés vertés (misinio sudedamyjy daliy kiekiy pavyzdj zr. 1 lenteléje). Jeigu reikia, pH patikslinamas iki
7,5 £ 0,5; miSinius reikéty atskiesti vandeniu ir jdéti pasélio tiek, kad galutinis miinio taris baty vienodas
visuose induose. Tada indai pradedami aeruoti.

Etaloninés medzZiagos miSiniai

33. MiSiniai (Fy) su etalonine chemine medziaga, pvz., 3,5-dichlorfenoliu, vietoj bandomosios cheminés medZziagos
turéty biiti ruoSiami taip pat, kaip ir bandomieji miSiniai.
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Tusti kontroliniai bandiniai

34. Tus¢ius kontrolinius bandinius (Fy) reikéty paruosti bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pradzioje ir
pabaigoje atliekant bandymus, kuriems bandymo indai ruoSiami tam tikra seka nustatytais laiko intervalais. Kai
naudojant bandymo jranga deguonies suvartojimg galima matuoti vienu metu keliuose bandiniuose, bent po du
tu$¢ius kontrolinius bandinius reikéty jtraukti i kiekviena atskirag vienu metu analizuojamy bandiniy grupe. |
tus¢ius kontrolinius bandinius dedama po vienodg aktyviojo dumblo ir sintetinés terpés kieki, taciau nededama
bandomosios ar etaloninés cheminés medziagos. Juos reikéty atskiesti vandeniu iki bandomuyjy ir etaloniniy
medZiagy miSiniy tario.

Abiotiné kontrolé

35. Kai bitina, pavyzdziui, Zinant arba jtariant, kad bandomoji cheminé medziaga turi stipriai redukuojanciy
savybiy, reikéty paruosti F, miSinj abiotiniam deguonies suvartojimui matuoti. Bandomosios cheminés
medziagos ir sintetiniy nuoteky mitybinés terpés kiekiai Siame miSinyje bei jo tiris turéty biti tokie patys, kaip
ir bandomyjy misiniy, taciau i jj nededama aktyviojo dumblo.

Bendra darbo tvarka ir matavimai

36. Bandomuyjy ir etaloniniy medZiagy misiniai, taip pat tusti ir abiotiniai kontroliniai bandiniai inkubuojami
bandymo temperatiiroje, dirbtinés aeracijos (0,5-1 l/min.) salygomis, siekiant palaikyti istirpusio deguonies
koncentracijg, virSijancig 60-70 % soties verte, ir kad dumblo gumuléliai visg laikg baty suspenduoti. Taip pat,
kad dumblo gumuléliai baty suspenduoti, paruostas kultiiras biitina maiSyti. Inkubacinis periodas prasideda
nuo tada, kai aktyviojo dumblo pasélis i§ pradziy sumaiSomas su kitomis galutinio miSinio sudedamosiomis
dalimis. Po inkubacinio periodo, praéjus nustatytam bandomosios medziagos veikimo laikui (paprastai 3
valandoms), paimami éminiai ir iStirpusio deguonies koncentracijos sumaZzéjimas iSmatuojamas specialioje
kameroje (3 priedélio 2 pav.) arba visiskai pripildytame BOD butelyje. Inkubacinio periodo pradzios eiga taip
pat priklauso nuo turimos jrangos gebos matuoti deguonies vartojimo greitj. PavyzdZiui, jeigu turimas tik
vienas deguonies zondas, matavimai atliekami atskirai. Siuo atveju reikéty paruosti jvairius bandymui
reikalingus sintetiniy nuoteky misinius, taciau j juos nedéti pasélio ir reikiamas dumblo porcijas atskirai idéti
kiekvieng tos serijos bandymo indg. Kiekvieno indo inkubacija turéty bati pradedama paeiliui patogiais laiko
intervalais, pvz., kas 10-15 min. Kitu atveju matavimo sistemoje gali bati keli zondai, todél galima vienu metu
atlikti kelis matavimus; Siuo atveju pasélj galima vienu metu jdéti j atitinkamy grupiy indus.

37. Visuose bandomyjy bei etaloniniy medziagy ir tu¢iuose (taciau ne abiotinés kontrolés) misiniuose aktyviojo
dumblo koncentracijos vardiné verté yra 1,5 g suspenduoty kietyjy medziagy viename misinio litre. Deguonies
suvartojimg reikéty matuoti po 3 poveikio valandy. Kaip apradyta 5 skirsnyje, kai tinka, reikéty atlikti
matavimus po papildomy 30 minuciy poveikio.

Dumblo nitrifikaciné geba

38. Siekiant nustatyti, ar dumblas yra nitrifikuojantis, ir jei taip — nitrifikacijos proceso greitj, reikéty paruosti
tokius miSinius (F;), kurie bty kaip tusti kontroliniai ir papildomi ,kontroliniai“ misiniai (F,), taciau j juos
papildomai dedama 11,6 mg/l N-aliltiokarbamido. Sie miSiniai turéty biiti aeruojami ir 3 valandas inkubuojami
20 # 2 °C temperatiiroje, po to iSmatuojamas deguonies sugerties greitis ir apskai¢iuojamas deguonies sugerties
dél nitrifikacijos greitis.

Bandymy planai
Intervalo nustatymo bandymas

39. Kai reikia, atlickamas iSankstinis bandymas, per kurj jvertinamas deguonies vartojimo slopinimo nustatomajam
bandymui tinkamy bandomosios cheminés medziagos koncentracijy intervalas. Kitu atveju per iSankstinj
bandyma gali bati nustatyta, kad bandomoji cheminé medziaga deguonies vartojimo neslopina, todél
nustatomojo bandymo atlikti nereikia, taciau $iuo atveju matavimai turéty bati atlikti trijuose didZiausios
bandomosios koncentracijos (paprastai 1 000 mg/l, taciau didziausia koncentracija priklauso nuo to, kokius
duomenis reikia gauti) kartotiniuose bandiniuose.
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1 lentelé.

ISankstiniam bandymui naudojamy misiniy pavyzdziai

Reagentas Pradiné koncentracija
Bandomosios cheminés medziagos pradinis 10 g/l
tirpalas
Sintetinés terpés pradinis tirpalas 7r. 16 skirsnj
Aktyviojo dumblo pradiné suspensija 3 g/l suspenduoty kietyjy medziagy

[ bandomuosius indus dedami kiekiai (Zr. a pastaba) (2)

Misiniy sudedamosios dalys
FTI FTZ FT3-5 FBI-Z FA

Bandomosios cheminés medziagos pradinis 0,5 5 50 0 50
tirpalas (ml)

(19-21 skirsniai)
Sintetiniy nuoteky mitybinés terpés pradinis 16 16 16 16 16
tirpalas (ml)
(16 skirsnis)

Aktyviojo dumblo suspensija (ml) 250 250 250 250 0
(26-29 skirsniai)

Vanduo 233,5 229 184 234 434
(15 skirsnis)

Bendras misiniy tiris (ml) 500 500 500 500 500

Misinio sudedamuyjy daliy koncentracijos

Bandomosios cheminés medziagos suspen- 10 100 1 000 0 1 000
sija (mg/l)
Aktyvusis dumblas

(suspenduotos kietosios medziagos) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

() Ta pacia procediirg reikéty atlikti naudojant etaloning cheming medziaga, kolbose gaunant Fy, ; misinj.

40. Atliekant bandyma reikéty rinktis bent tris bandomosios cheminés medziagos koncentracijas, pvz., 10 mgl/l,
100 mg/l ir 1 000 mg/l, kartu naudojant tus¢ig kontrolinj bandinj ir, jei reikia, bent tris abiotinius kontrolinius
bandinius su didziausiomis bandomosios cheminés medziagos koncentracijomis (zr. pavyzdj 1 lenteléje).
Geriausia parinkti tokig maZiausia koncentracijg, kuri neturéty jokio poveikio deguonies vartojimui. Kai tinka,
reikéty apskaiciuoti deguonies sugerties greitj ir nitrifikacijos greitj, o tada apskaiciuoti $iy procesy slopinimo
lygj procentais. Atsizvelgiant | bandymo tiksla, taip pat galima paprasciausiai nustatyti ribinés koncentracijos,
pvz., 1 000 mg/l, toksiskumg. Jeigu, esant tokiai koncentracijai, statistiskai reik§mingo toksinio poveikio néra,
tolesniy bandymy su didesnémis ar maZesnémis koncentracijomis atlikti nebatina. Reikia pazyméti, kad
vandenyje mazai tirpios medziagos, miSiniai, kuriy sudedamosios dalys yra nevienodai tirpios vandenyje, ir
lengvai jsigeriancios (adsorbuojamos) medziagos turéty bati dedami tiesiai | bandymo indus ir juose
pasveriami. Siuo atveju nustatyty bandomosios medziagos pradinio tirpalo tiirj reikéty pakeisti skiedimui
tinkamu vandeniu.

Nustatomasis bandymas
Bendrosios deguonies sugerties slopinimas

41. Atliekant §j bandyma reikéty naudoti per iSankstinj bandyma nustatytg koncentracijos verciy intervala. Siekiant
gauti tieck NOEC, tiek EC, (pvz., ECy,) vertes, daugeliu atvejy rekomenduojama naudoti $esis kontrolinius
bandinius ir penkias bandomosios medZiagos koncentracijas, nustatytas geometrinés progresijos seka,
paruosiant penkis kartotinius bandinius. Abiotinés kontrolés kartoti nereikia, jeigu per iSankstinj bandyma
abiotinés deguonies sugerties nenustatyta; taciau jeigu nustatyta reik§minga abiotiné deguonies sugertis, reikéty
paruosti kiekvienos bandomosios cheminés medziagos koncentracijos abiotinius kontrolinius bandinius
Dumblo jautrj reikéty patikrinti naudojant etalonine cheming medZiagg 3,5-dichlorfenolj. Reikéty tikrinti
kiekvienos bandymy serijos dumblo jautrj, nes yra Zinoma, kad jis kinta. Visais atvejais po 3 valandy (ir, jei
reikia, papildomy 30 minuciy) i§ bandymo indy paimami éminiai ir deguonies sugerties greitis i§matuojamas
kameroje su deguonies elektrodu. Pagal gautus duomenis apskai¢iuojamas konkretus kontroliniy ir bandomuyjy
misiniy kvépavimo intensyvumas, tada apskai¢iuojamas procentinis slopinimo lygis pagal 7 lygti (pateikta
toliau).
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Heterotrofinio kvépavimo ir nitrifikacijos slopinimo skyrimas

42. Naudojant specialy nitrifikacijos inhibitoriy ATU galima tiesiogiai jvertinti bandomyjy cheminiy medziagy
slopinamajj poveikj heterotrofinei oksidacijai, o atimant deguonies sugerties greitj, veikiant ATU, i§ bendrosios
sugerties grei¢io (be ATU) galima apskaiCiuoti poveikj nitrifikacijos grei¢iui. Reikéty paruosti du reakcijos
miSiniy rinkinius pagal 41 skirsnyje aprasytus bandymo planus, skirtus EC, arba NOEC nustatyti, taciau
viename i§ $iy rinkiniy reikéty i kiekvieng misinj papildomai jdéti ATU (galutiné Sios medziagos koncentracija
turéty bati 11,6 mg[l; jrodyta, kad ji visiskai nuslopina nitrifikacija dumble, kurio suspenduoty kietyjy
medziagy koncentracija siekia iki 3 000 mg[l) (4). Deguonies sugerties greitis turéty bfiti matuojamas po
bandomosios medziagos veikimo laikotarpio; $ios tiesioginés vertés parodo tik heterotrofini kvépavima, o
skirtumai tarp jy ir atitinkamo bendrojo kvépavimo intensyvumo reiskia nitrifikacija. Tada apskaic¢iuojami
jvair@is slopinimo laipsniai.

Matavimai

43. Po bandomosios medziagos veikimo laikotarpio (-iy) reikéty i§ pirmojo aeracijos rezervuaro paimta éminj
perkelti | kamerg su deguonies elektrodu (2 priedélio 1 pav.) ir iskart i$matuoti iStirpusio deguonies koncent-
racija. Naudojant keliy elektrody sistema, matavimus galima atlikti vienu metu. MaiSyti (naudojant dengta
magnetg) bitina ta pacia sparta, kaip ir kalibruojant elektrodg, taip uztikrinant, kad zondas kuo maziau
veluodamas reaguoty i deguonies koncentracijy kaita ir matavimo inde baty atliekami reguliartis bei atkuriami
deguonies matavimai. Paprastai pakanka savimai$io zondo sistemos su keliais deguonies elektrodais. Kamera
tarp matavimy reikéty i$plauti vandeniu. Vietoj to éminj galima jpilti j BDS butelj (3 priedélio 2 pav.) su
magnetiniu mai$ikliu. Tada reikéty | kolbos kaklelj istatyti deguonies zonda su adapteriu (mova) ir jjungti
magnetinj maiikli. Abiem atvejais istirpusio deguonies koncentracija turéty biiti nuolat matuojama ir regist-
ruojama tam tikra laiko tarpa, paprastai 5-10 minuciy arba iki tol, kol deguonies koncentracija sumazés iki
maziau nei 2 mg/l. Tada, jeigu reikia atlikti matavimus po ilgesniy veikimo laikotarpiy, reikéty iSimti elektroda,
misinj grazinti | aeracijos rezervuarg ir toliau aeruoti bei maisyti.

Bandomosios cheminés medZiagos koncentracijos patikrinimas

44. Dél tam tikry priezas¢iy gali reikéti iSmatuoti bandomosios cheminés medziagos koncentracija bandymo
induose. Pazymétina, kad jeigu naudojami pradiniai tirpalai, paruosti is:

— vandenyje mazai tirpiy medziagy,
— misiniy, kuriy sudedamosios dalys nevienodai tirpios vandenyje, arba
— vandenyje labai tirpiy medziagy, kuriy pradinio tirpalo koncentracija yra artima tirpumo vandenyje ribai,

tokiu atveju vandenyje itirpusi dalis ir faktiné  bandymo indus perkeliamos bandomosios cheminés medziagos
koncentracija yra nezinomos. Siekiant apibaidinti bandomosios cheminés medziagos poveiki, reikia analitiskai
jvertinti jos koncentracijas bandymo induose. Kad biity paprasciau, §j analitinj vertinimg reikéty atlikti pries
dedant pasélj. Kadangi j bandymo indus pateks tik iStirpusios bandomosios medziagos dalys, imatuotos jos
koncentracijos gali biti labai maZos.

45. Kad nereikéty atlikti ilgai trunkancios ir brangiai kainuojancios analizés, patartina paprasCiausiai déti
bandomaja cheming medziag tiesiai { bandymo indus ir juose pasverti, o tada $ia i§ pradZiy pasvérus nustatyta
vardine koncentracija remtis atliekant vélesnius skai¢iavimus. Itirpusiy, neiStirpusiy ar jsigérusiy (adsorbuoty)
bandomosios cheminés medziagos daliy skirti nebiitina, nes visos $ios dalys taip pat susidaro nuoteky valymo
jrenginyje natiiraliomis salygomis ir gali skirtis priklausomai nuo nuoteky sudéties. Siuo bandymo metodu
sickiama pagristai jvertinti neslopinancig bandomosios medziagos koncentracijg, taCiau jis netinka, kai reikia
iSsamiai iStirti, kurios tos medziagos dalys prisideda prie slopinamojo poveikio aktyviojo dumblo
organizmams. Galiausiai paZymétina, kad lengvai isigeriancias (adsorbuojamas) medZiagas taip pat reikéty
pasverti tiesiai bandymo induose, kurie turéty bati silanizuoti, kad dél jgerties biity prarasta kuo maziau
medZiagos.
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DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Deguonies sugerties greitio apskai¢iavimas

46. Deguonies sugerties greitis turéty bati apskaiCiuojamas naudojant iSmatuoty ver¢iy vidurkj, pvz., pagal
deguonies koncentracijos kaip laiko funkcijos grafiko tiesing dalj, atliekant skaiCiavimus tik 2,0-7,0 mg/l
deguonies koncentracijy intervale, nes nuo didesniy arba maZesniy koncentracijy savaime gali priklausyti
deguonies vartojimo greitis. Kartais nei$vengiamai batina rinktis uz $ias vertes maZesniy arba didesniy koncent-
racijy intervalus, pavyzdziui, kai kvépavimas yra stipriai slopinamas, todé¢l labai létas, arba kai tam tikras
aktyvusis dumblas kvépuoja labai intensyviai. Tai yra priimtina, jeigu deguonies sugerties grafike nubréztos
papildomos atkarpos yra tiesés, kuriy nuolydis nesikei¢ia ir uz O, 2,0 arba 7,0 mg/l ribos. Bet kokiy kreiviy
atsiradimas grafike reiskia, kad matavimo sistema stabilizuojasi arba kad deguonies sugerties greitis kinta ir jo
nereikéty naudoti apskai¢iuojant kvépavimo intensyvuma. Deguonies sugerties greitj reikéty isreiksti
miligramais vienam litrui per valanda (mg/l/val.) arba miligramais vienam dumblo sausosios medziagos masés
gramui per valandg (mg/g/val). Deguonies suvartojimo greitis R (mg/l/val.) gali biti apskai¢iuojamas arba
interpoliuojamas i§ nustatyto deguonies kiekio mazéjimo grafiko tiesinés dalies pagal 1 lygti:

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

kurioje:

Q,  yra deguonies koncentracija (mgfl) grafiko tiesinés dalies pasirinktos atkarpos pradZioje;
Q, — deguonies koncentracija (mg/l) grafiko tiesinés dalies pasirinktos atkarpos pabaigoje;

A, - laiko intervalas (min.) tarp abiejy matavimy.

47. Konkretus kvépavimo intensyvumas (R)) isreiskiamas kaip suvartoto deguonies kiekis vienam dumblo sausosios
medziagos masés gramui per valandg (mg/g/val.) pagal 2 lygti:

kurioje SS yra bandymo miSinyje suspenduoty kietyjy medziagy koncentracija (g/l).
48. Ivair@is R rodikliai, kuriuos galima taikyti kartu, yra:

S savitasis deguonies vartojimo greitis

T bendrojo kvépavimo intensyvumas

N nitrifikacinio kvépavimo intensyvumas

H heterotrofinio kvépavimo intensyvumas

A deguonies sugerties dél abiotiniy procesy greitis

B i tus¢iyjy bandiniy nustatytas (vidutinis) greitis

Nitrifikacinés deguonies sugerties greicio apskai¢iavimas

49. Bendrojo kvépavimo (R,), nitrifikacinio kvépavimo (R,) ir heterotrofinio kvépavimo (R,) santykis gaunamas
pagal 3 lygti:
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kurioje:

~  yra nitrifikacinés deguonies sugerties greitis (mg/l/val.);

R, — tus¢iame kontroliniame bandinyje i§matuotas deguonies sugerties greitis (nenaudojant ATU; F,) (mg/l/
val);

R, — tus¢iame kontroliniame bandinyje imatuotas deguonies sugerties greitis naudojant ATU (F,) (mg/l/val.).

50. Sis santykis tinka matuojant tus¢iyjy bandiniy vertes (Ry,, Ry, Ryy), abiotinius kontrolinius bandinius (Ry,, Ry,
R,,) ir bandinius su bandomosiomis cheminémis medziagomis (Rys, Ry Ry (mg/g/val,). Savitasis kvépavimo
intensyvumas apskaiciuojamas pagal:

51. Jeigu per iSankstinj bandymg Ry yra nereik§mingas (pvz., < 5 % R, tui¢iuose kontroliniuose bandiniuose),
galima daryti prielaida, kad heterotrofiné deguonies sugertis prilygsta bendrajai sugerciai ir nitrifikacijos
procesas nevyksta. I§ kito Saltinio paimtg aktyvyji dumbla reikéty naudoti tuo atveju, jeigu atliekant bandymus
reikia atsizvelgti | poveiki heterotrofiniams ir nitrifikuojantiems mikroorganizmams. Jeigu yra jrodymy, kad
deguonies sugerties greitis slopinamas esant jvairioms bandomosios cheminés medziagos koncentracijoms,
atlickamas nustatomasis bandymas.

Slopinimo procentinio lygio apskaitiavimas

52. Bendrojo deguonies vartojimo slopinimo, esant kiekvienai bandomosios cheminés medZziagos koncentracijai,
procentinis lygis (I;) nustatomas pagal 7 lygti:

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

53. Heterotrofinés deguonies sugerties slopinimo, esant kiekvienai bandomosios cheminés medziagos koncent-
racijai, procentinis lygis (I,,) panasiai gaunamas pagal 8 lygtj:

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

54. Galiausiai deguonies sugerties dél nitrifikacijos slopinimas (1), esant kiekvienai koncentracijai, gaunamas pagal
9 lygti:

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

55. Deguonies sugerties slopinimo procentinj lygj reikéty pavaizduoti grafike kaip bandomosios cheminés
medziagos koncentracijos logaritmo funkcijg (slopinimo kreivé, Zr. 4 priedélio 3 pav.). Slopinimo kreivés
bréziamos po kiekvieno aeravimo periodo (3 val) arba po papildlomy 30 min. Bandomosios cheminés
medziagos koncentracija, kuriai esant deguonies sugertis nuslopinama 50 % (EC,,), turéty bati apskai¢iuojama
arba interpoliuojama pagal grafika. Jeigu yra tinkamy duomeny, galima apskaiciuoti arba interpoliuoti ECy,
95 % pasikliovimo ribas, kreivés nuolydj ir atitinkamas vertes slopinimo pradzioje (pvz., EC,, arba EC,) ir
slopinimo intervalo pabaigoje (pvz., EC, arba ECy).

56. Pazymeétina, kad dél daznai pastebimo rezultaty kintamumo daugeliu atvejy gali pakakti papildomai i§déstyti
rezultatus didéjimo tvarka, pvz.:

EC,, <1 mgfl
EC,, nuo 1 mgfl iki 10 mg/l
EC,, nuo 10 mg/l iki 100 mg/l

EC,, > 100 mg/l
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Rezultaty aiSkinimas

EC

X

57. EC, vertés, jskaitant susijusias atitinkamo parametro Zemutine ir virSuting 95 % pasikliovimo ribas, apskai-
¢iuojamos taikant tinkamus statistinius metodus (pvz., probito analiz¢, logisting arba Weibull funkcija,
sutrumpintg Spearman-Karber metoda arba paprastaja interpoliacija (11)). EC, verté gaunama | gautg lygtj
jraant verte, atitinkancig x % kontrolinés grupés vidurkio. Apskaic¢iuojant ECy, ar bet kokig kita EC, verte
turéty biti atlikta bandomyjy grupiy vidurkiy (x) regresiné analizé.

NOEC jvertinimas

58. Jeigu, siekiant nustatyti NOEC, reikia atlikti statisting analiz¢, batina turéti kiekvieno indo statistinius duomenis
(kartotiniais bandiniais laikomi atskiri indai). Turéty bati taikomi tinkami statistiniai metodai pagal EBPO
,Document on Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application®
(dokumentas, kuriame raSoma apie dabartinius ekotoksiskumo duomeny statistinés analizés metodus — jy
taikymo gairés) (11). Apskritai bandomosios cheminés medziagos neigiamas poveikis, palyginti su kontroline
grupe, tiriamas atliekant vienpusj (trumpesniji) hipotezés tikrinima, kai p < 0,05.

Bandymo ataskaita

59. Bandymo ataskaitoje turéty buti pateikta toliau nurodyta informacija.
Bandomoji cheminé medZiaga
— Bendrinis pavadinimas, cheminis pavadinimas, CAS numeris, grynumas.

— Bandomosios cheminés medziagos fizikinés ir cheminés savybés (pvz., log K, tirpumas vandenyje, gary
slégis, Henrio désnio konstanta (H) ir galima informacija apie bandomosios cheminés medziagos islikima
aplinkoje, pvz., igert i aktyvyji dumbla).

Bandymo sistema

— Aktyviojo dumblo 3altinis, atitinkamo nuoteky valymo jrenginio veikimo sglygos ir i ji patenkancios
nuotekos, aktyviojo dumblo koncentracija, i$ankstinis apdorojimas ir priezifira.

Bandymo sglygos

— Bandymo temperatiira, pH lygis bandymo metu ir bandomosios medziagos veikimo laikotarpio (-iy)
trukmé.

Rezultatai
— Savitasis kontroliniy bandiniy deguonies vartojimas (mg O,/(g dumblo x val.).
— Visi matavimy duomenys, slopinimo kreivé (-¢s) ir EC;, apskai¢iavimo metodas.

— EC,, ir, jeigu jmanoma, 95 % pasikliovimo ribos, galbat EC,, EC,, galbit NOEC ir taikyti statistiniai
metodai, jeigu EC,, nustatyti nejmanoma.

— Bendrojo ir, kai tinka, heterotrofinio kvépavimo bei nitrifikacijos slopinimo nustatymo rezultatai.

— Abiotiné deguonies sugertis kontroliniame fizikiniy ir cheminiy savybiy tyrimo bandinyje (jeigu
naudojamas).

— Etaloninés cheminés medziagos pavadinimas ir ja naudojant gauti rezultatai.

— Bet kokie pastebéjimai ir nukrypimai nuo standartinés procediros, galéje turéti jtakos bandymo rezultatui.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy savoky apibréztys.
Cheminé medziaga — medziaga arba misinys.

ECx (x % poveikj sukelianti poveikio koncentracija) — bandomosios medziagos koncentracija, kuriai esant
bandomieji organizmai patiria x % poveikj per atitinkamga tos medziagos veikimo laikotarpi, palyginti su kontroliniu
bandiniu. Pavyzdziui, EC,, yra koncentracija, kuri, kaip jvertinta, iki bandymo vertinamosios baigties per nustatyta
bandomosios medziagos veikimo laikotarpj paveikia 50 % atitinkamos populiacijos.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandomosios cheminés medZziagos koncentracija, kuriai esant
jokio poveikio nepastebima. Atliekant §j bandymg, NOEC atitinkanti koncentracija per nustatytg veikimo laikotarpj
nepadaro statistiskai reik§mingo poveikio (p < 0,05), palyginti su kontroline grupe.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metods tiriama cheminé medziaga arba misinys.



L 54/50 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1
2 priedélis
1 pav. Matavimo prietaiso pavyzdys
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3 priedélis
2 pav. Su BDS buteliu naudojamo matavimo prietaiso pavyzdys
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4 priedélis

3 pav. Slopinimo kreiviy pavyzdys
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Paaiskinimas

X  3,5-dichlorfenolio koncentracija (mg/l)
Y  slopinimo lygis ( %)
®  heterotrofinio kvépavimo slopinimas naudojant nitrifikuojantj dumbla

® nitrifikacijos slopinimas naudojant nitrifikuojantj dumbla.“
5) (.26 skyrius pakeiCiamas taip:
,C.26 LEMNA RUSIY AUGALY AUGIMO SLOPINIMO BANDYMAS
[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 221 (2006). Jis skirtas cheminiy medziagy
toksisSkumui Lemna (pladeny) genties gélo vandens augalams vertinti. Jis pagristas esamais metodais (1), (2), (3),
(4), (5), (6), taciau i ji jtraukti ty metody pakeitimai, atsizvelgiant j naujus mokslinius tyrimus ir konsultacijas
keliais svarbiais klausimais. Sio bandymo metodo tinkamumas patvirtintas tarptautiniu tarplaboratoriniu
bandymu (7).
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10.

Pagal §j bandymo metoda atlickami toksiskumo bandymai naudojant Lemna gibba ir Lemna minor risiy augalus;
abi rSys yra placiai iStirtos ir joms taikomi minéti standartai. Lemna spp. klasifikacija yra sudétinga dél didelés
fenotipy jvairovés. Nors Lemna atsakas | nuodingyjy medziagy poveikj gali priklausyti nuo genetinio
kintamumo, kol kas nepakanka duomeny apie $io kintamumo pobdi, kad bandymams pagal §j metodg bty
galima rekomenduoti konkrety klong. Pazymétina, kad nors Sie bandymai néra atliekami steriliai, jvairiuose
bandymo proceso etapuose imamasi priemoniy uzkrétimui kitais organizmais, kiek jmanoma, sumazinti.

I§samiai aprasyta Sio bandymo atlikimo atnaujinant bandymo tirpala (pusiau stacionarusis ir pratekamojo
srauto bandymas) ir jo neatnaujinant (stacionarusis bandymas) tvarka. Atsizvelgiant | bandymo tikslus ir
norminius reikalavimus, rekomenduojama apsvarstyti galimybe taikyti pusiau stacionaryjj ir pratekamojo
srauto metodus, jeigu, pvz., cheminés medZziagos greitai dingsta i§ tirpalo dél garavimo, fotocheminio skilimo,
nuosédy susidarymo ar biologinio skaidymo. Papildomy gairiy pateikta literattiroje (8).

Taikant $j metodg vartojamos savokos apibréztos 1 priedélyje.

BANDYMO PRINCIPAS

Eksponentiskai augancios Lemna genties augaly monokultiiros septynias paras auginamos veikiant jvairiy
koncentracijy bandomajai cheminei medziagai. Sio bandymo tikslas — kiekybiskai jvertinti cheminés medziagos
poveikj augaly vegetatyviniam augimui per tg laikotarpj remiantis pasirinkty matuojamy kintamyjy vertinimais.
Pagrindinis matuojamas kintamasis yra augaly gniuzuly skai¢ius. Kartu su juo matuojamas dar bent vienas
kintamasis (bendras gniuZuly plotas, sausos medziagos masé arba $viezZios medZiagos masé), nes kai kurios
cheminés medziagos gali paveikti kitus matuojamus kintamuosius kur kas labiau nei gniuzuly skaiciy. Siekiant
kiekybiskai iSreiksti cheminés medziagos poveikj, augaly augimas bandymo tirpaluose palyginamas su
kontrolinés grupés augimu ir nustatoma konkrety x % (pvz., 50 %) augimo slopinimg sukelianti tos cheminés
medziagos koncentracija, kuri i$reiskiama EC_ (pvz., EC,).

Bandymo vertinamoji baigtis yra augaly augimo slopinimas, iSreiskiamas kaip logaritminis matuojamo
kintamojo didéjimas (vidutinis savitasis augimo greitis) bandomosios medziagos veikimo laikotarpiu. Pagal
vidutinius savituosius augimo greiCius, i$matuotus naudojant bandymo tirpaly serija, nustatoma konkrety
augimo greicio sumazéjimg x % (pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri iSreiskiama E,C_ (pvz., E,.Cy,).

Taikant §j bandymo metodg naudojamas papildomas atsako kintamasis — iSeiga, kurig gali reikéti nustatyti
pagal kai kuriy valstybiy konkrecius norminius reikalavimus. ISeiga apibréZiama kaip matuojamy kintamyjy
skirtumas, atsiradgs nuo bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pradzios iki pabaigos. Pagal iSeiga,
nustatyta naudojant bandymo tirpaly serija, apskai¢iuojama konkrety procentinj iSeigos sumazéjimg x %
(pvz., 50 %) sukelianti koncentracija, kuri i3reiskiama E C, (pvz., E Cy,).

Be to, galima statistiSkai nustatyti maziausig pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) ir nepastebéto poveikio
koncentracijg (NOEQ).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

Turéty buti taikomas pakankamo jautrio analizés metodas cheminés medziagos kiekiui bandymo terpéje
nustatyti.

Nustatant bandymo salygas gali bati naudinga Zinoti $ig informacija apie bandomaja chemine medziaga: jos
struktiring formule, grynumg, tirpumg vandenyje, stabilumg veikiant vandeniui ir $viesai, disociacijos
konstantg, oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficients, gary slégj ir biologinj skaidumg. Tirpumo vandenyje
ir gary slégio duomenis galima panaudoti apskai¢iuojant Henrio désnio konstantg, i§ kurios buty aisku, ar yra
tikimybé per bandymo laikotarpj netekti didelio bandomosios cheminés medziagos kiekio. Tai padéty nustatyti,
ar reikia imtis konkreciy priemoniy tokiems nuostoliams mazinti. Jeigu turima informacija apie bandomosios
cheminés medziagos tirpumg ir stabilumg kelia abejoniy, patartina jvertinti $ias savybes bandymo sglygomis,
t. y. bandymui naudojamoje auginimo terpéje, esant bandymo temperatiirai ir apvietimo reZimui.
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11. Jeigu itin svarbu kontroliuoti bandymo terpés pH lygi, pvz., atliekant metaly arba vandenyje nepatvariy
cheminiy medziagy bandymus, | auginimo terpe rekomenduojama ipilti buferinio tirpalo (Zr. 21 skirsni).
Daugiau gairiy, kaip atlikti bandymus su cheminémis medziagomis, kurias tirti yra sunkiau dél jy fizikiniy ir
cheminiy savybiy, pateikta literatiiroje (8).

BANDYMO TINKAMUMAS

12. Bandymas pripazjstamas tinkamu, jeigu augaly gniuzuly skaiCius kontroliniuose bandiniuose padvigubéja
greiCiau nei per 2,5 paros (60 val), taigi per septynias paras padidéja mazdaug septynis kartus, o vidutinis
savitasis augimo greitis yra 0,275 para- . Sio bandymo metodo aprasyme nurodyty terpiy ir bandymo
salygomis §j kriterijy gali atitikti stacionarusis bandymas (5). Taip pat numatoma, kad §j kriterijy gali atitikti ir
pusiau stacionariosiomis bei pratekamojo srauto sglygomis atliekami bandymai. Kaip apskai¢iuojama gniuzuly
dvigubéjimo trukmé, parodyta 49 skirsnyje.

ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

13. Bandymo procediirai patikrinti galima atlikti bandyma su etalonine chemine medziaga arba medziagomis,
pvz., 3,5-dichlorfenoliu, kuris naudotas per tarptautinj tarplaboratorinj bandyma (7). Etaloninés cheminés
medzZiagos bandyma patartina atlikti bent dukart per metus arba, jeigu reCiau, — tuo paliu metu, kai
nustatomas bandomosios cheminés medziagos toksiskumas.

METODO APRASYMAS
Aparatiira

14. Visa jranga, kuri lie¢iasi su bandymo terpémis, turéty bati pagaminta tik i§ stiklo ar kitos chemiskai inertinés
medZiagos. Augaly kultiroms auginti ir bandymams naudojami stikliniai indai turéty bati i$valyti, kad juose
nelikty cheminiy medziagy priemaiSy, kurios galéty bati iSplautos i bandymo terpe, ir sterilds. Bandymui
turéty bati naudojami pakankamai platds indai, kad atskiry kolonijy gniuzulai kontrolinés grupés induose iki
bandymo pabaigos augty nesudarydami sanklotos. Nesvarbu, ar augaly Saknys siekia bandymo indo dugna, ar
ne, tatiau patartina naudoti ne maziau kaip 20 mm gylio ir 100 ml tdrio indus. Galima rinktis bet kokius
bandymo indus, kurie atitinka $iuos reikalavimus. I§ praktikos Zinoma, kad tinka reikiamy matmeny cheminés
stiklinés, kristalizatoriai arba stiklinés Petri 1ékstelés. Bandymo indai turi bati uzdengti, siekiant kuo labiau
sumazinti garavimg ir apsaugoti nuo atsitiktinio uZter§imo, taCiau juose turi pakankamai cirkuliuoti oras.
Tinkami bandymo indai ir ypa¢ jy dangciai neturi mesti eséliy ar keisti $viesos spektriniy savybiy.

15. Kultiry auginimo ir bandymo indy nereikéty laikyti kartu; geriausia naudoti atskiras klimatines auginimo
kameras, inkubatorius arba patalpas. Ap$vietimas ir temperatiira turi bati reguliuojami ir pastovis (zr. 35—
36 skirsnius).

Bandomieji organizmai

16. Siam bandymui naudojami Lemna gibba arba Lemna minor riiSies organizmai. Toksiskumo bandymams
naudojamos plideny rsys glaustai aprasytos 2 priedélyje. Augaly medziaga gali bati gauta i§ kultiiry rinkinio,
kitos laboratorijos arba i§ lauko. Jei augalai surinkti lauke, jy kultirg reikéty bent astuonias savaites iki
naudojimo laikyti tokioje pacioje terpéje, kokia bus naudojama bandymui. Lauko vietose, i§ kuriy renkamos
pradinés kult@iros, neturi biti jokiy pastebimy tarSos Saltiniy. I kitos laboratorijos arba kultiiry rinkinio gautas
kultoras reikéty tokia pacia tvarka laikyti maZiausiai tris savaites. Bandymo ataskaitoje reikéty visuomet
nurodyti bandymui naudotos augaly medziagos Saltinj, rGj ir klong (jei Zinomas).

17. Turéty buti naudojamos monokultiros be pastebimy uzkrétimo kitais organizmais, kaip antai dumbliais ir
pirmuonimis, pozymiy. Sveiki L. minor rtsies augalai sudaro 2-5 gniuzuly kolonijas, o sveikose L. gibba
kolonijose gali bati iki 7 gniuZuly.

18. Bandymo rezultatas labai priklauso nuo bandymui naudojamy augaly kokybés ir vienodumo, todél reikéty
kruopsciai atrinkti augalus. Turéty bati naudojami jauni, sparciai augantys augalai be matomy pazeidimy ar
spalvos pakitimy (chlorozés). Aukstos kokybés kultiry pozymis — daug kolonijy, kuriose yra bent po du
gniuzulus. Vieno gniuZulo kolonijy gausa yra aplinkos sukelto streso, pvz. mitybiniy medziagy trikumo,
poZymis, todél tokiy kultfiry augaly medZziagos bandymams naudoti nereikéty.
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Auginimas

19. Kad augaly kultdroms reikéty maziau priezidros (pvz., jei kurj laika neketinama atlikti bandymy su Lemna), jas
galima laikyti prietemoje ir Zemesnéje (4-10 °C) temperatiroje. Kultiry auginimas iSsamiai apraSytas
3 priedélyje. Kai yra akivaizdziy uzkrétimo dumbliais ar kitais organizmais poZymiy, gali reikéti paimti dalinj
Lemna gniuzuly éminj, atlikti pavirsinj sterilizavima ir perkelti ji | $viezig terpe (Zr. 3 priedélj). Tokiu atveju
likusig uzkreésta kultiirg reikéty pasalinti.

20. Iki bandymo likus bent septynioms paroms, pakankamai kolonijy steriliu bidu perkeliama | $viezig sterilig
terpe, kurioje kultira 7-10 pary auginama bandymo sglygomis.

Bandymo terpé

21. Lemna minor ir Lemna gibba rekomenduojama naudoti skirtingas terpes, kaip aprasyta toliau. Reikéty kruopsciai
apsvarstyti pH reguliuoti skirto buferinio tirpalo (MOPS (4-morfolinpropansulfonriigsties, CAS Nr. 1132-61-2)
— L. minor terpéje, NaHCO, — L. gibba terpéje) naudojimg bandymo terpéje, jeigu jtariama, kad jis gali reaguoti
su bandomaja chemine medziaga ir paveikti jos toksiskumo savybes. Be to, galima naudoti Steinbergo terpe (9),
jei ji atitinka bandymo tinkamumo kriterijus.

22. L. minor riisies kultiiry auginimui ir bandymams rekomenduojama naudoti modifikuota Lemna auginimo terpe
pagal Svedijos standarta (SIS). Sios terpés sudétis aprasyta 4 priedélyje.

23. L. gibba rasies kultiry auginimui ir bandymams rekomenduojama naudoti 20X-AAP auginimo terpg, kaip
apraSyta 4 priedélyje.

24. 4 priedélyje aprasyta Steinbergo terpé taip pat tinka L. minor, taciau ja galima naudoti ir L. gibba auginti, jei tai
atitinka bandymo tinkamumo kriterijus.

Bandymo tirpalai

25. Bandymo tirpalai paprastai ruodiami atskiedZiant pradinj tirpala. Bandomosios cheminés medziagos pradiniai
tirpalai paprastai ruo$iami istirpinant cheming medziaga augaly auginimo terpéje.

26. Didziausia bandymui pasirinkta bandomosios cheminés medZiagos koncentracija paprastai neturéty virsyti tos
cheminés medziagos tirpumo vandenyje ribos bandymo salygomis, ta¢iau pazymétina, kad Lemna spp. genties
augalai pladuriuoja vandens pavirsiuje ir gali bati veikiami cheminiy medziagy, besikaupianciy ties vandens ir
oro riba (tai, pvz., vandenyje mazai tirpios, hidrofobinés arba pavirSinio aktyvumo cheminés medziagos).
Tokiomis salygomis augalai patirty ne tirpale esanciy, o kity medziagy poveikj, ir bandymo koncentracijos,
priklausomai nuo bandomosios cheminés medziagos savybiy, gali vir§yti tos medZiagos tirpumo vandenyje
lygi. Jeigu bandomoji cheminé medziaga yra mazai tirpi vandenyje, gali reikéti paruosti koncentruoty jos
pradinj tirpalg arba dispersing terpe naudojant organinj tirpiklj arba dispergents, kad bty lengviau | bandymo
terpe jdéti tikslius bandomosios cheminés medziagos kiekius, ir siekiant palengvinti jos dispergavimg bei
tirpimg. Kiek jmanoma, tokiy medziagy reikéty vengti — bandomieji augalai neturéty patirti fitotoksinio
poveikio dél naudojamy pagalbiniy tirpikliy ar dispergenty. Iprasty tirpikliy, kurie néra fitotoksiski, kol jy
koncentracija nevirija 100 plfl, pavyzdziai yra acetonas ir dimetilformamidas. Jeigu naudojamas tirpiklis arba
dispergentas, jo galutiné koncentracija turéty bati nurodyta ataskaitoje ir kuo mazesné (< 100 plfl), be to,
tirpiklio arba dispergento koncentracija turéty biti vienoda visuose bandomosios ir kontrolinés grupiy
bandiniuose. Daugiau gairiy, kaip naudoti dispergentus, pateikta literatiiroje (8).

Bandomosios ir kontrolinés grupés

27. Turint iSankstiniy Ziniy apie bandomosios cheminés medZiagos toksiskuma Lemna, pvz., atlikus intervalo
nustatymo bandyma, bus lengviau pasirinkti bandymui tinkamas jos koncentracijas. Nustatomajam toksiskumo
bandymui paprastai reikéty pasirinkti bent penkias bandomosios medziagos koncentracijos vertes geometrinés
progresijos seka. Patartina, kad gretimos bandymui pasirinktos koncentracijos vertés skirtysi ne daugiau nei 3,2
karto, taciau skirtumas gali bati ir didesnis, jei koncentracijos ir atsako kreivé yra guls¢ia. MaZiau nei penkiy
koncentracijy naudojima reikéty pagristi. Reikéty paruosti bent po tris kiekvienos bandymui pasirinktos
koncentracijos kartotinius bandinius.
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28. Nustatant bandymo koncentracijos verciy intervalg (atlieckant intervalo nustatymo ir (arba) toksiskumo
nustatomajj bandyma) reikéty atsizvelgti i Siuos dalykus:

— siekiant uztikrinti tinkamga pasikliautingji lygmeni, nustatoma EC,_ verté turéty patekti { bandymui pasirinkty
koncentracijos verc¢iy intervala; pavyzdziui, vertinant EC,,, didZiausia bandymo koncentracijos verté turéty
virsyti EC;, verte. Jeigu EC,, verté nepateks j bandymo koncentracijos ver¢iy intervalg, atitinkami pasikliau-
tinieji intervalai bus dideli ir gali bati nejmanoma tinkamai jvertinti statistinés taikomo modelio atitikties;

— jeigu siekiama jvertinti LOEC (NOEC), maZiausia pasirinkta bandomosios medZiagos koncentracija turéty
bati pakankamai maza, kad jos veikiamy augaly augimas nebiity pastebimai létesnis negu kontrolinés
grupés augaly, o didZiausia bandymo koncentracija turéty biti pakankamai didelé, kad jos veikiami augalai
augty kur kas léciau negu kontrolinés grupés augalai. Jei taip néra, bandymga teks pakartoti nustacius
kitokiy koncentracijy intervalg (nebent didZiausia koncentracija atitikty tirpumo vandenyje ribg arba biity
didziausia privaloma ribiné koncentracija, pvz., 100 mg/l).

29. Per kiekvieng bandyma turéty bati naudojami kontroliniai bandiniai su ta pacia mitybine terpe, gniuzuly bei
kolonijy skaiCius juose turi bati toks pats ir aplinkos salygos bei procediiros tokios pacios, kaip ir bandymo
induose, i juos tik nededama bandomosios cheminés medZiagos. Jeigu naudojamas pagalbinis tirpiklis arba
dispergentas, reikéty paruosti papildoma kontroling grupe su tuo tirpikliu ar dispergentu, kurio koncentracija
baty tokia pati, kaip ir induose, | kuriuos déta bandomosios cheminés medziagos. Kontrolinés grupés
kartotiniy bandiniy indy (ir, kai tinka, indy su tirpikliu) turéty biti bent tiek pat, kiek ir kiekvienos bandymo
koncentracijos indy; geriausia, kad jy bty du kartus daugiau.

30. Jeigu nereikia nustatyti NOEC, galima pakeisti bandymo plang, padidinant koncentracijos verciy skaiciy ir
sumazinant kiekvienos koncentracijos kartotiniy bandiniy skaiciy, taciau turi buti ne maZziau kaip trys
kartotiniai kontroliniai bandiniai.

Poveikis

31. I8 2-4 matomy gniuZuly sudarytos kolonijos paimamos i§ sé¢jamos kultiiros indo ir steriliomis salygomis
atsitiktine tvarka paskirstomos bandymo induose. Kiekviename inde turéty i§ viso bati 9-12 gniuzuly.
Gniuzuly ir kolonijy skaicius kiekviename bandymo inde turéty biiti vienodas. I§ $io metodo taikymo patirties
ir tarplaboratorinio bandymo duomeny Zinoma, kad trijy kartotiniy kiekvienos bandomosios grupés bandiniy,
kuriy kiekviename i§ pradziy yra po 9-12 gniuzuly, pakanka nustatyti augaly augimo bandomosiose grupése
skirtumams esant mazdaug 4-7 % slopinimui, apskaiCiuotam pagal augimo greitj (10-15 %, apskaiCiuotas
pagal iSeiga) (7).

32. Siekiant, kiek jmanoma, sumazinti bandymo indy padéties erdvéje, viesos stiprio ar temperatiiros skirtumy
jtaka, reikia atsitiktine tvarka iSdéstyti bandymo indus inkubatoriuje. Be to, stebé¢jimus reikia atlikti ,blokinés
schemos” tvarka arba atsitiktine tvarka sukeiciant indus vietomis (arba dazniau juos perkeliant j kita vieta).

33. Jeigu atlikus iSankstinj stabilumo bandymga nustatyta, kad pastovios bandomosios cheminés medziagos koncent-
racijos per visg bandymo trukme (7 paras) palaikyti nejmanoma (t. y. matuojamoji koncentracija nesiekia 80 %
i¥matuotos pradinés koncentracijos), rekomenduojama taikyti pusiau stacionariojo bandymo rezimg. Siuo
atveju bandomosios ir kontrolinés grupiy tirpalai, kuriuose laikomos augaly kolonijos, turéty bati keiciami
$vieziais bent dukart per bandyma (pvz., 3 ir 5 dienomis). Terpés keitimo daznis priklauso nuo bandomosios
cheminés medziagos stabilumo; labai nestabiliy arba lakiy cheminiy medziagy tirpalus gali reikéti keisti
dazniau, siekiant palaikyti beveik vienodas jy koncentracijas. Tam tikromis aplinkybémis bandymg gali reikéti
atlikti pagal pratekamojo srauto procediirg (8), (10).

34. Bandomosios medZziagos poveikio per augaly lapus (purskiant) scenarijus pagal §f bandymo metoda
netaikomas; vietoj to Zr. (11).

Inkubavimo sglygos

35. Turéty bati uztikrintas nuolatinis ap$vietimas $iltai arba Saltai balta liuminescenciniy lempy $viesa, kurios
stipris baty 85-135 pE - m~ 2 ! intervale, matuojant fotosintezei optimalaus spektro (400-700 nm)
spinduliuote tokiu paciu atstumu nuo 3viesos 3altinio, kokiu nuo jo yra Lemna gniuzulai (atittkmuo liuksais yra
6 500-10 000 lx). Sviesos stipris vir§ bandymo vietos neturi kisti daugiau kaip + 15 % pasirinkto $viesos
stiprio intervalo. ISmatuota verté priklausys nuo 3viesos aptikimo ir matavimo metodo, ypa¢ naudojamo
jutiklio rasies. Sferiniai jutikliai (reaguojantys i Sviesa, krintancia visais kampais vir§ ir Zemiau matavimo
plokstumos) ir ,kosinusiniai“ jutikliai (reaguojantys | Sviesa, krintancia visais kampais vir§ matavimo
plokstumos) yra tinkamesni nei vienakryp¢iai jutikliai, ir jais bus gauti didesni rodmenys naudojant ¢ia aprasyto
tipo daugiataski $viesos Saltini.
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36. Temperatira bandymo induose turéty buti 24 + 2 °C. Kontroliniy bandiniy terpés pH per bandyma neturéty
padideéti daugiau kaip 1,5 vieneto, taCiau net jeigu nuokrypis bity didesnis kaip 1,5 vieneto, bandymas vis vien
biity pripazintas tinkamu, jei tik bty galima jrodyti atitiktj tinkamumo kriterijams. Reikia imtis papildomy
atsargumo priemoniy dél pH kitimo konkreciais atvejais, pvz., atlickant nestabiliy cheminiy medziagy arba
metaly bandymus. Papildomy gairiy dél to pateikta literatiroje (8).

Trukmé

37. Bandymas baigiamas po 7 pary nuo augaly perkélimo | bandymo indus.

Matavimai ir analiziniai nustatymai

38. Pradedant bandymg nustatomas ir uzraSomas gniuzuly skai¢ius bandymo induose, stengiantis jskaityti
atsikiSusius, aiSkiai matomus gniuZulus. Iprastos ir nejprastos iSvaizdos gniuzuly skai¢iy batina nustatyti
bandymo pradzioje, bent kas 3 paras bandomosios medziagos veikimo laikotarpiu (t. y. bent du kartus per
7 paras) ir baigiant bandymg. Reikéty apraSyti augaly vystymosi, pvz., gniuzuly dydzio arba iSvaizdos,
pokycius, nurodyti nekrozés pozymius, chloroz¢ arba gumbuotums, kolonijy smulkéjimg arba pladrumo
netekimg, Sakny ilgj ir i$vaizdg. Taip pat reikéty nurodyti svarbias bandymo terpés savybes (pvz., jeigu
bandymo inde yra neistirpusios medZiagos arba auga dumbliai).

39. Per bandyma skaiCiuojant gniuZulus, taip pat vertinamas bandomosios cheminés medziagos poveikis vienam
(arba daugiau) i$ $iy matuojamy kintamuyjy:

i) bendram gniuzuly plotui;
ii) sausos medziagos masei;
iii) $viezios medZiagos masei.

40. Bendras gniuzuly plotas yra pranaesnis uz kitus kintamuosius tuo, kad ji galima nustatyti kiekviename
bandomosios ir kontrolinés grupiy inde bandymo pradZioje, eigoje ir pabaigoje. Sausos arba $vieZios
medziagos masé turéty bati nustatoma bandymo pradzioje paimant séjamos kultiiros, naudojamos pradedant
bandyma, pavyzdj ir bandymo pabaigoje paimant augaly medziagos pavyzdzius i§ kiekvieno bandomosios ir
kontrolinés grupiy indo. Jei gniuzuly plotas nematuojamas, geriau matuoti ne $viezios, o sausos medziagos
mase.

41. Bendrg gniuzuly plota, sausos medziagos mase ir $vieZios medZiagos mase galima nustatyti toliau aprasyta
tvarka.

i) Bendras gniuZuly plotas. Visy kolonijy gniuzuly bendras plotas gali bati nustatomas i$analizuojant jy vaizda.
Galima uzfiksuoti bandymo indo ir jame esanciy augaly siluetg vaizdo kamera (t. y. pastadius indg ant
§viesdézés) ir gauta vaizdg apdoroti skaitmeniniu biidu, o tada kalibruojant pagal ploks¢ius zinomo ploto
vaizdus galima nustatyti bendrg gniuzuly plota. Dél indo krasto atsiradusius trukdzius reikéty pasalinti.
Pagal kita metodg (kurj taikant reikia jdéti daugiau darbo) padaroma bandymo indy ir juose esanciy augaly
fotokopija, gautas kolonijy siluetas iskerpamas ir jy plotas nustatomas naudojant lapy ploto analizatoriy
arba milimetrinj popieriy. Gali tikti ir kiti metodai (pvz., kolonijy silueto ploto ir vienetinio ploto
popieriaus masés santykio nustatymas).

ii) Sausos medZiagos masé. Visos kolonijos surenkamos i§ kiekvieno bandymo indo ir nuplaunamos distiliuotu
arba dejonizuotu vandeniu. Pasalinus vandens pertekliy sugeriamuoju popieriumi, kolonijos, jskaitant visus
Sakny likucius, idziovinamos 60 °C temperatiiroje iki pastovios masés. Sausos medZiagos masé turéty biti
nustatoma bent 0,1 mg tikslumu.

iii) SvieZios medZiagos masé. Visos kolonijos surenkamos i i§ anksto pasvertus polistireno (arba kitos inertinés
medzZiagos) mégintuvélius su iSgaubtais dugnais, kuriuose yra mazy (1 mm skersmens) skyluciy. Tada
mégintuvéliai 10 min. centrifuguojami 3 000 siikiy/min. greiciu, palaikant kambario temperatiirg. Mégintu-
véliai su nusausintomis kolonijomis pasveriami i§ naujo ir SvieZios medziagos masé apskai¢iuojama atimant
tus¢io mégintuvélio mase.

Matavimy ir analiziniy nustatymy daZnis

42. Pagal stacionariojo bandymo plang kiekvieno bandomosios grupés indo pH verté turéty biti iSmatuota
pradedant ir baigiant bandyma. Pagal pusiau stacionariojo bandymo plang reikéty iSmatuoti kiekvienos $vieZio
bandymo tirpalo partijos pH verte kaskart prie§ atnaujinant tirpalg ir panaudoty kei¢iamy tirpaly pH verte.
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43. Sviesos stipris turéty biiti matuojamas tose auginimo kameros, inkubatoriaus arba patalpos vietose, kurios nuo
$viesos Saltinio yra nutolusios tokiu paciu atstumu, kaip ir Lemna gniuZulai. Matavimai bandymo metu turéty
bati atliekami bent karta. Reikéty bent karta per dieng uZraSyti terpés temperatiirg pakaitiniame inde, kuris
tokioms paciomis sglygomis laikomas auginimo kameroje, inkubatoriuje arba atitinkamoje patalpoje.

44. Per bandymg tinkamais laiko intervalais nustatomos bandomosios cheminés medziagos koncentracijos.
Atliekant stacionariuosius bandymus, biitina nustatyti koncentracijas pradedant ir baigiant bandyma.

45. Atliekant pusiau stacionariuosius bandymus, kai nesitikima, kad bandomosios cheminés medziagos koncent-
racija iSliks vardinés koncentracijos * 20 % intervalo ribose, biitina iSanalizuoti visus naujai paruostus
bandymo tirpalus ir tuos pacius tirpalus kaskart, kai jie atnaujinami (Zr. 33 skirsnj). Taciau kai per bandymg
i$matuota pradiné bandomosios cheminés medZziagos koncentracija nepatenka j vardinés koncentracijos + 20 %
intervala, bet galima pakankamais jrodymais pagristi, kad pradinés koncentracijos yra pakartojamos ir
pastovios (t. y. patenka i 80-120 % pradinés koncentracijos intervalg), galima atlikti tik didZiausios ir
maziausios bandymo koncentracijy cheming analiz¢. Visais atvejais bandomosios cheminés medziagos koncent-
racijas iki tirpalo atnaujinimo tereikia nustatyti viename kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos
kartotinio bandinio inde (arba analizuojant sujungiamas kartotiniy indy turinys).

46. Atliekant pratekamojo srauto bandyma tinka analizuoti éminius tokia pacia tvarka, kaip ir per pirmiau
apradytus pusiau stacionarius bandymus, jskaitant analiz¢ bandymo pradzioje, viduryje ir pabaigoje, taciau siuo
atveju nereikia atlikti panaudoty tirpaly matavimy. Per $io pobudzio bandymus skiediklio ir bandomosios
cheminés medziagos arba bandomosios cheminés medziagos pradinio tirpalo srautas turéty bati tikrinamas
kasdien.

47. Jeigu jrodyta, kad bandomosios cheminés medZiagos koncentracijg per visa bandyma pavyko islaikyti
nepakitusig daugiau kaip + 20 % vardinés arba imatuotos pradinés koncentracijos vertés, rezultatus galima
analizuoti remiantis vardinémis arba iSmatuotomis pradinémis vertémis. Taliau jeigu nuo vardinés arba
iSmatuotos pradinés koncentracijos nukrypta daugiau kaip * 20 %, rezultatus reikéty analizuoti remiantis
bandomosios medziagos veikimo laikotarpio geometrinio vidurkio koncentracija arba taikant modelius
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos maZzéjimui apibadinti (8).

Riby nustatymo bandymas

48. Tam tikromis aplinkybémis, pvz., jeigu iSankstinis bandymas parodo, kad bandomoji cheminé medZziaga neturi
toksinio poveikio, kol jos koncentracija nesiekia 100 mg/l arba tirpumo bandymo terpéje ribos (mazesnés i3 iy
verciy), galima atlikti riby nustatymo bandyma, palyginant kontrolinés grupés ir vienos bandomosios (100 mg/
| arba tirpumo ribinei vertei lygios koncentracijos) grupés atsaka j poveikj. Taip gautus rezultatus labai
patartina patvirtinti atliekant efektyviosios koncentracijos analiz¢. Riby nustatymo bandymas turi atitikti visas
pirmiau aprasytas bandymo salygas ir tinkamumo kriterijus, tac¢iau kartotiniy bandiniy su bandomaja medziaga
turéty bati dukart daugiau. Kontrolinés ir bandomosios grupiy augaly augimg galima analizuoti taikant
statistinj kriterijy vidurkiams palyginti, pvz., Stjudento t kriterijy.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS

Dvigubéjimo trukmé

49. Siekiant nustatyti gniuZuly skai¢iaus dvigubéjimo trukme (T,) ir ar tyrimas atitinka §j tinkamumo kriterijy (12
skirsnis), gautiems kontroliniy indy duomenims taikoma $i formulé:

T,=1n2/pu

kurioje p yra vidutinis savitasis augimo greitis, nustatytas 54-55 skirsniuose aprasyta tvarka.
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Atsako kintamieji

50. Sio bandymo tikslas — nustatyti bandomosios cheminés medziagos poveikj Lemna genties augaly vegetatyviniam
augimui. Pagal § bandymo metoda apibiidinami du atsako kintamieji, nes jvairiose jurisdikcijose skiriasi
prioritetai ir norminiai reikalavimai. Siekiant, kad bandymo rezultatai biity priimtini visose jurisdikcijose,
poveikj reikéty vertinti taikant abu toliau aprasytus atsako kintamuosius a ir b:

a) vidutinis savitasis augimo greitis. Sis atsako kintamasis apskai¢iuojamas pagal kontroliniy bandiniy ir
kiekvienos bandomosios grupés gniuzuly skaiciaus logaritmy poky¢ius ir, papildomai, kito matuojamo
parametro (bendro gniuzuly ploto, sausos medZiagos masés arba $vieZios medziagos masés) logaritmy
poky¢ius per laiko tarpg (ireiSkiamg para). Jis kartais vadinamas santykiniu augimo grei¢iu (12);

b) iSeiga — Sis atsako kintamasis apskai¢iuojamas pagal kontroliniy bandiniy ir kiekvienos bandomosios grupés
gniuzuly skaic¢iaus pokycius ir, papildomai, kito matuojamo parametro (bendro gniuzuly ploto, sausos
medzZiagos masés arba $viezios medziagos masés) pokycius iki bandymo pabaigos.

51. Pazymétina, kad taikant Siuos du atsako kintamuosius apskaiCiuotos toksiskumo vertés néra lygintinos
tarpusavyje ir jy skirtumg bitina pripaZinti naudojant bandymo rezultatus. Turint omenyje atitinkamy metody
matematinj pagrinda, jei laikomasi bandymo pagal § metoda salygy, pagal vidutinj savitaji augimo greitj
nustatytos EC, vertés (EC) paprastai yra didesnés negu iseiga pagristi rezultatai (E,C). To nereikéty suprasti
kaip abiejy atsako kintamuyjy jautrio skirtumo — tiesiog vertés skiriasi matematiskai. Vidutinio savitojo augimo
grei¢io savoka apibréziama remiantis bendrgja eksponentinio plideny augimo nevarzomose kultfirose schema,
kurig taikant toksiSkumas vertinamas pagal poveikj augimo grei¢iui, nepriklausomai nuo kontrolinés kultaros
absoliuc¢iojo savitojo augimo greicio, koncentracijos ir atsako kreivés krypties koeficiento ar bandymo trukmés.
Kitu atsako kintamuoju — iSeiga — pagristi rezultatai, priesingai, priklauso nuo visy $iy kity kintamyjy. E,C,
verté priklauso nuo kiekvienam bandymui naudojamos plideny riiSies savitojo augimo grei¢io ir nuo
didziausio savitojo augimo greicio, kuris jvairiy r@iSiy ar net atskiry klony gali biiti skirtingas. Sio atsako
kintamojo nereikéty naudoti lyginant keliy pladeny rasiy ar net atskiry klony jautrj nuodingosioms
medziagoms. Nors toksiSkumui vertinti moksliniu pozitriu labiau tinka vidutinis savitasis augimo greitis, pagal
$§i bandymo metoda numatyta naudoti ir iSeiga pagristus toksiskumo jvercius, kurie yra privalomi pagal kai
kuriose jurisdikcijose galiojan¢iy norminiy teisés akty reikalavimus.

52. Toksiskumo jverciai turéty biiti nustatomi pagal gniuzuly skaiCiy ir vieng papildoma matuojama kintamaji
(bendra gniuzuly plots, sausos medZiagos mase arba $vieZios medZziagos mase), nes kai kurios cheminés
medziagos gali paveikti kitus matuojamus kintamuosius kur kas labiau nei gniuzuly skaiciy, o skai¢iuojant tik
gniuzulus Sis poveikis nebiity nustatytas.

53. Gniuzuly skaicius ir visi kiti uZrayti matuojami kintamieji, t. y. bendras gniuzuly plotas, sausos medziagos
masé arba $viezios medZiagos masé, suraSomi j lenteles kartu su per kiekviena matavimg nustatytomis
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos vertémis. Véliau analizuojant duomenis, pvz., siekiant
nustatyti LOEC, NOEC arba EC, jvertj, reikéty remtis atskiry kartotiniy bandiniy vertémis, o ne apskai¢iuotais
kiekvienos bandomosios grupés vidurkiais.

Vidutinis savitasis augimo greitis

54. Vidutinis savitasis augimo greitis tam tikru laikotarpiu kiekviename kontrolinés grupés ir bandomyjy grupiy
kartotiniame bandinyje apskai¢iuojamas kaip augimo kintamyjy — gniuzuly skai¢iaus ir vieno kito matuojamo
kintamojo (bendro gniuzuly ploto, sausos medZziagos masés arba $viezios medziagos masés) — logaritminis
didéjimas pagal formule

In (N) = In (N)
o=

kurioje:

— p,; vidutinis savitasis augimo greitis per laiko tarpa i-j;

— N, bandymo arba kontroliniame inde i laiku i§matuotas kintamasis;
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— N; bandymo arba kontroliniame inde j laiku i$matuotas kintamasis;

— t laiko tarpas nuo i iki j.

Apskaiciuojama kiekvienos bandomosios ir kontrolinés grupés augimo grei¢io vidutiné verté ir dispersijos
jverciai.

55. Reikéty apskaiciuoti viso bandymo laikotarpio (pateiktoje formuléje i laikas yra bandymo pradzia, j laikas —
bandymo pabaiga) vidutinj savitgjj augimo greitj. ApskaiCiuokite kiekvienos bandymui pasirinktos koncent-
racijos ir kontrolinés grupés vidutinio savitojo augimo grei¢io viduting verte kartu su dispersijos jverciais. Be to,
reikéty ivertinti augimo greitj atskirais laiko tarpais, siekiant jvertinti bandomosios cheminés medziagos poveikj
jos veikimo laikotarpiu (pvz., nagrinéjant logaritmuotas augimo kreives). Jeigu tokie nustatyti augimo greiciai
atskirais laiko tarpais reik§mingai skiriasi nuo vidutinio augimo grei¢io, tai rodo nuokrypi nuo tolygaus
cksponentinio augimo ir reikia nuodugniai istirti augimo kreives. Siuo atveju taikytinas konservatyvus metodas
bity bandomyjy kultiry savitojo augimo grei¢io didZiausio slopinimo laikotarpiu ir kontroliniy bandiniy
savitojo augimo greicio tuo paciu laikotarpiu palyginimas.

56. Tada galima apskaiciuoti kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos (bandomosios grupés) augimo greicio
slopinimo lygj procentais (I) pagal formule

C-uT
%1, = BCHD 100
uC
kurioje:

— %I — vidutinio savitojo augimo greicio slopinimo procentinis lygis;

— pe - kontrolinés grupés vidutiné p verté;
— y; - bandomosios grupés vidutiné p verté.
ISeiga

57. Poveikis iSeigai nustatomas pagal du matuojamus kintamuosius — gniuzuly skaiciy ir viena kita matuojama
kintamaji (bendra gniuZuly plota, sausos medZiagos mas¢ arba $vieZios medZiagos masg) — kiekviename
bandymo inde pradedant ir baigiant bandymg. Matuojant sausos arba §vieZios medziagos masg, pradiné
biomasé nustatoma paémus gniuZuly éminj i§ tos pacios paruostos kultiiros, kuri paséta | bandymo indus,
partijos (zr. 20 skirsnj). Apskai¢iuokite kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos ir kontrolinés grupés
iSeigos viduting verte kartu su dispersijos jverciais. Kiekvienos bandomosios grupés iseigos vidutinj sumazéjima
procentais (% 1) galima apskaiciuoti pagal formulg

b.-b
%g:LL—ﬁxlm
b,
kurioje:
— %1, — iSeigos sumazé¢jimas procentais;
— b, - kontrolinés grupés galutinés ir pradinés biomasés skirtumas;
— b, - bandomosios grupés galutinés ir pradinés biomasés skirtumas.

Koncentracijos ir atsako kreiviy braiZymas

58. Reikéty nubrézti koncentracijos ir atsako kreives, susiejant pasirinkto atsako kintamojo slopinimo vidutinj lygi
procentais (apskaiciuotg I, arba I, kaip parodyta 56 arba 57 skirsnyje) su bandomosios cheminés medziagos
koncentracijos logaritmu.
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EC, vertinimas

59. EC, jverciai (pvz., EC;,) turéty bati nustatomi tiek pagal vidutinj savitajj augimo greitj (E,C), tick pagal iSeiga
(E,C), nustatytus pagal gniuzuly skaiciy ir vieng papildomg matuojamg kintamaji (bendra gniuzuly plota,
sausos medziagos mase¢ arba $viezios medziagos mase. Tai daroma dél tos priezasties, kad kai kurios
bandomosios cheminés medZziagos nevienodai veikia gniuzuly skaiciy ir kitus matuojamus kintamuosius. Todél
reikiami toksiskumo parametrai yra pagal kiekvieng slopinimo lygj x apskai¢iuojamos keturios EC, vertés: E,C,
(gniuzuly skaicius), E,C, (bendras gniuzuly plotas, sausos medZiagos masé arba $viezios medZziagos masé), E,C,
(gniuzuly skaicius) ir E,C, (bendras gniuzuly plotas, sausos medziagos masé arba Sviezios medZziagos mase).

Statistinés procediiros

60. Tikslas yra nustatyti kiekybinj koncentracijos ir atsako santyki atlickant regresing analize. Galima taikyti
sverting tiesing regresijg atlikus atsako duomeny tiesinamgjj transformavima, pvz., | probito, logito arba
Weibull vienetus (13), taCiau geriau atlikti procediiras netiesinés regresijos metodais, per kurias geriau
apdorojami nei$vengiami duomeny neatitikimai ir nukrypimai nuo glodziyjy skirstiniy. Artéjant prie nulinio
arba visisko augimo slopinimo, tokie neatitikimai dél transformavimo gali padidéti ir trukdyti analizei (13).
Pazymétina, kad standartiniai analizés metodai taikant probito, logito arba Weibull transformuotus dydzius yra
skirti dvireik§miams (pvz., mirtingumo arba igyvenimo) kintamiesiems, todél norint juos naudoti augimo
greiCio ar iSeigos duomenims, biitina juos atitinkamai pritaikyti. Konkrecios EC, ver¢iy nustatymo i§ tolydziyjy
duomeny procediiros aprasytos literatroje (14), (15), (16).

61. Analizuodami kiekvieng atsako kintamajj, remdamiesi koncentracijos ir atsako santykiu, apskaiciuokite EC,
ver¢iy taskinius jvercius. Kai jmanoma, reikéty nustatyti kiekvieno jvercio 95 % pasikliovimo ribas. Reikéty
pagal grafika arba statistiskai jvertinti atsako duomeny atitiktj regresijos modeliui. Regresiné analizé turéty bati
atliekama naudojant atskiry kartotiniy bandiniy atsakus, o ne visos bandomosios grupés vidutines vertes.

62. Be to, jeigu esami regresijos modeliai ir (arba) metodai netinka turimiems duomenims, ECj, jvercius ir
pasikliovimo ribas taip pat galima gauti atliekant tiesing interpoliacijg su saviranka (angl. bootstrapping) (17).

63. Siekiant jvertinti LOEC, taigi ir NOEC, bitina palyginti bandomosios grupés vidutines vertes taikant dispersinés
analizés (ANOVA) metodus. Taip gautg kiekvienos koncentracijos grupés vidurkj reikia palyginti su kontrolinés
grupés vidurkiu taikant tinkamg kartotiniy palyginimy arba trendo kriterijaus metods. Gali bati naudinga
taikyti Dunnett arba Williams kriterijy (18), (19), (20), (21). Batina jvertinti, ar tinka ANOVA dispersijos
vienalytiskumo prielaida. Sj vertinima galima atlikti naudojant grafikg arba taikant formalyjj kriterijy (22).
Tinka taikyti Levene arba Bartlett kriterijus. Jeigu netinka dispersijy vienalytiskumo prielaida, kartais galima tai
pataisyti logaritmine duomeny transformacija. Jei dispersija yra itin nevienalyté ir to nejmanoma pataisyti
transformuojant duomenis, reikéty apsvarstyti galimybe atlikti analiz¢ kitais metodais, pvz., taikant Zingsnio
Zemyn Jonkheere trendo kriterijus. Papildomy gairiy, kaip nustatyti NOEC, pateikta literatiiroje (16).

64. Atsizvelgiant | naujus mokslo pasiekimus, rekomenduojama atsisakyti NOEC sgvokos ir vietoj jos naudoti
regresija pagristus EC_ taskinius jvercius. Pagal § Lemna bandymo metodg tinkama x verté nenustatyta, taCiau
atrodo, kad tinka { 10-20 % intervalg patenkanti verté (kuri priklauso nuo pasirinkto atsako kintamojo).
Ataskaitoje geriausia nurodyti abi (EC,, ir EC,,) vertes.

Ataskaitos rengimas

65. Bandymo ataskaitoje turi biiti pateikta toliau nurodyta informacija.
Bandomoji cheminé medZiaga
— Medziagos fizikiné prigimtis ir atitinkamos fizikinés ir cheminés savybés, jskaitant tirpumo vandenyje riba.

— Cheminés medziagos atpaZinties duomenys (pvz., CAS numeris), jskaitant grynumg (priemaisas).
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Bandomosios riisys

— Mokslinis pavadinimas, klonas (jei Zinomas) ir $altinis.

Bandymo sglygos

— Pasirinkta bandymo procediira (stacionarusis, pusiau stacionarusis ar pratekamojo srauto bandymas).
— Bandymo pradzios data ir trukmé.

— Bandymo terpé.

— Bandymo plano apraSymas: naudoti bandymo indai ir dangdiai, tirpaly tiris, bandymo pradzioje
kiekviename bandymo inde buvusiy kolonijy ir gniuzuly skaicius.

— Bandymui pasirinktos koncentracijos vertés (vardinés ir, kai tinka, i§matuotos) ir kiekvienos koncentracijos
kartotiniy bandiniy skaicius.

— Pradiniy ir bandymo tirpaly ruodimo metodai, jskaitant bet kokiy tirpikliy ar dispergenty naudojima.
— Bandymo temperatiira.

— Ap$vietimo $altinis, $viesos stipris ir vienalytiskumas.

— Bandymo ir kontrolinés grupés terpiy pH vertés.

— Bandomosios cheminés medziagos koncentracijos vertés, analizés metodas ir atitinkami kokybés vertinimo
duomenys (tinkamumo patvirtinimo tyrimai, analizés rezultaty standartiniai nuokrypiai arba pasikliovimo
ribos).

— Gniuzuly skaiciaus ir kity matuojamy kintamyjy, pvz., sausos medZziagos masés, §viezios medziagos masés
arba gniuzuly ploto, nustatymo metodai.

— Bet kokie nukrypimai nuo $io bandymo metodo.
Rezultatai

— Neapdoroti duomenys: gniuzuly skai¢ius ir kiti kiekviename bandymo bei kontroliniame inde matuoti
kintamieji per kiekviena stebéjima ir atliktg analize.

— Kiekvieno matuojamo kintamojo vidurkis ir standartinis nuokrypis.

— Kiekviena bandomosios medziagos koncentracija atitinkan¢ios augimo kreivés (matuojama kintamajj
patartina logaritmuoti, Zr. 55 skirsnj).

— Kontrolinés grupés dvigubéjimo trukmé (augimo greitis) pagal gniuZuly skaiciy.

— Apskaiciuoti kiekvieno bandomosios grupés kartotinio bandinio atsako kintamieji, jy vidutinés vertés ir
kartotiniy bandiniy variacijos koeficientas.

— Koncentracijos ir poveikio santykio grafikas.

— Toksiskumo vertinamyjy baig¢iy jverciai pagal atsako kintamuosius, pvz., ECy, EC,, EC,, ir atitinkami
pasikliautinieji intervalai. LOEC ir (arba) NOEC vertés (jeigu apskaiCiuotos) ir statistiniai metodai, pagal
kuriuos jos nustatytos.

— Jei taikytas ANOVA metodas — maziausio aptinkamo poveikio dydis (pvz., maZiausias reik$minis skirtumas).

— Bet koks bandomosiose grupése nustatytas augimo skatinimas.

— Visi pastebéti fitotoksiskumo pozymiai ir bandymo tirpaly stebéjimy duomenys.

— Rezultaty aptarimas, be kita ko, paaiskinant bet kokiy nukrypimy nuo $io bandymo metodo jtaka bandymo
rezultatams.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant § bandymo metodg vartojamy savoky apibréztys ir santrumpos.

Biomasé — gyvy organizmy populiacijoje esancios sausosios medziagos masé. Per §j bandyma vietoj biomasés
paprastai matuojami pakaitiniai parametrai, kaip antai gniuzuly skaicius arba gniuZuly plotas, taigi biomasés savoka
apima ir §iuos pakaitinius matavimo vienetus.

Cheminé medziaga — medZiaga arba miginys.
Chlorozé — augalo gniuzulo audinio pageltimas.

Klonas — organizmas arba lgstelé, gauta i§ vieno individo nelytinio dauginimosi biidu, todél to i§ paties klono
issivyste individai yra genetiskai tapatis.

Kolonija - sujungty motininiy ir dukteriniy gniuZuly (paprastai 2—4) sankaupa, kartais vadinama augalu.

EC, - bandymo terpéje istirpusios bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant Lemna augimas per
nustatyta bandomosios medziagos veikimo laikotarpj (kuris, jeigu skiriasi nuo visos arba jprastos bandymo trukmes,
turi bati tiksliai nurodytas) sumazéja x % (pvz., 50 %). Pagal augimo greitj arba ieigg nustatytai EC vertei vienareiks-
miskai Zyméti vartojami simboliai ,EC* (augimo greicio) ir ,E C* (iSeigos), kartu nurodant naudota matuojama
kintamaji, pvz., E,C (gniuZuly skaicius).

Pratekamojo srauto bandymas — bandymas, kurj atliekant bandymo tirpalai nuolat kei¢iami.

Gniuzulas — atskira (paviené) plidenos augalo ,lapo formos* struktiira. Tai maziausiais gebantis daugintis vienetas,
t. y. individas.

Gumbuotumas reiskia gumbuoty arba i$sipttusiy gniuzuly i§vaizda.

Augimas — matuojamo kintamojo, pvz., gniuzuly skaiciaus, sausos medziagos masés, §viezios medziagos masés arba
gniuzuly ploto, didéjimas bandymo laikotarpiu.

Augimo greitis (vidutinis savitasis augimo greitis) — logaritminis biomasés didéjimas bandomosios medziagos
veikimo laikotarpiu.

Maziausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maziausia bandymui pasirinkta koncentracija, kuriai esant
pastebimas statistikai reik§mingas cheminés medziagos slopinamasis poveikis bandomyjy organizmy augimui (kai p
< 0,05), palyginti su kontroliniais bandiniais, per nustatyta tos medziagos veikimo laikotarpj; taciau visy LOEC
virsijanciy bandymo koncentracijos ver¢iy kenksmingas poveikis turi bati lygus LOEC poveikiui arba didesnis. Kai
Sios dvi salygos netenkinamos, bitina i$samiai paaiskinti, kaip pasirinkta LOEC (taigi ir NOEC) verté.

Matuojami kintamieji — visy risiy kintamieji, matuojami bandymo vertinamajai baigCiai iSreiksti naudojant vienag
arba daugiau skirtingy atsako kintamyjy. Pagal § metoda matuojami kintamieji yra gniuZuly skaicius, gniuzuly
plotas, $viezios medziagos masé ir sausos medziagos mase.

Monokultiira - vienos riisies augaly kultdira.

Nekrozé — 7uves (t. y. pabales arba vandens prisisunkes) gniuzulo audinys.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandymui pasirinkta koncentracija, kuri yra tik truputj mazesné
negu LOEC koncentracija.

Fenotipas — pastebimos organizmo savybés, kurias lemia jo geny sgveika su aplinka.

Atsako kintamieji — toksiskumui vertinti naudojami kintamieji, gauti pagal bet kurj i§ matuojamy kintamyjy,
kuriais apibidinama biomasé taikant skirtingus apskai¢iavimo metodus. Pagal §j bandymo metoda i§ matuojamy
kintamyjy gaunami atsako kintamieji yra gniuzuly skaiius, gniuzuly plotas, $viezios medziagos masé arba sausos
medZiagos masé.
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Pusiau stacionarusis (atnaujinamasis) bandymas — bandymas, kurj atlickant bandymo tirpalas kas kiek laiko
reguliariai kei¢iamas.

Stacionarusis bandymas — bandymo metodas, pagal kurj bandymo tirpalas per bandyma neatnaujinamas.
Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metoda tiriama cheminé medziaga arba miSinys.

Bandymo vertinamagja baigtimi vadinamas bendrasis parametras, kurio pokytj siekiama nustatyti per bandyma
veikiant bandomajai cheminei medziagai, palyginti su kontroline grupe. Bandymo vertinamoji baigtis pagal §j
bandymo metoda yra bandomyjy augaly augimo slopinimas, kurj galima iSreiksti jvairiais atsako kintamaisiais,
nustatytais pagal vieng arba daugiau matuojamyjy kintamyjy.

Bandymo terpé — visiskai paruosta sintetiné auginimo terpé, kurioje per bandyma auginami bandomosios cheminés
medziagos veikiami augalai. Bandomoji cheminé medZziaga paprastai istirpinama bandymo terpéje.

ISeiga — matuojamo kintamojo ver¢iy bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pabaigoje ir pradzioje skirtumas,
kuriuo i$reiSkiamas biomasés pokytis.
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2 priedélis

Lemna spp. apibiidinimas

Lemna spp., vandens augalas, jprastai vadinamas plidena, priklauso Lemnaceae Seimai, kurioje yra kelios visame
pasaulyje paplitusios raidys, priskiriamos keturioms gentims. Skirtinga jy iSvaizda ir sistematika iSsamiai aprasytos
literattiroje (1), (2). Rasys Lemna gibba ir L. minor yra bidingos vidutinio klimato zonoms ir daznai naudojamos
toksiskumo bandymams. Abiejy rasiy augalai turi pladuriuojantj arba panirusj disko formos kamieng (gniuzulg) ir i§
kiekvieno gniuzulo apatinés dalies vidurio auga labai plona Saknis. Lemna spp. Zydi retai, augalai dauginasi vegeta-
tyviniu biidu sudarydami naujus gniuzulus (3). Jaunesni augalai yra $viesesni nei seni augalai, turi trumpesnes $aknis
ir susideda i§ dviejy arba trijy skirtingo dydzio gniuzuly. Smulkis, nesudétingos sandaros, nelytiniu bidu besidaugi-
nantys ir trumpos generacijos Lemna augalai labai tinka laboratoriniams bandymams (4), (5).

Kadangi jvairiy riiSiy jautris gali skirtis, lyginti galima tik vienos rusies augaly jautrj.
Toliau pateikti bandymams naudojamy Lemna ri$iy pavyzdziai (riiSys ir nuorodos):

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

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

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

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13. (p. 15; $vedy k.).

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

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

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

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

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

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

Lemna rsiy Saltiniai:

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel. +1-416-978-3641

Faks.+1-416-978-5878

El. pastas: jacreman@botany.utoronto.ca
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North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
United States

Tel. 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91

STOCKHOLM

SWEDEN

Tel. +46 8 674 7240

Faks. +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)
FG1II 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germany

El. pastas: lemna@uba.de

NUORODOS

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

The Botanical Review, 27:221-287.

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

Inst. ETH, Stiftung Rubel, Ziirich, Switzerland.

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

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

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

Ser B, 11:1-14.

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

Pradinés kultiiros prieZiiira

Pradines kultiiras galima ilgesnj laikg laikyti Zemesnéje (4-10 °C) temperatiiroje, tokiu atveju jy nereikia rekultivuoti.
Lemna auginimo terpé gali bati tokia pati, kokia naudojama bandymui, taciau pradinéms kultiroms galima naudoti
ir kitokias pakankamai mitybiniy medziagy turindias terpes.

Tam tikras jauny, $viesiai Zaliy augaly skaiCius reguliariai steriliomis salygomis perkeliamas j naujai kultdrai skirtus
indus su nauja terpe. Jeigu, kaip pasitlyta, augalai laikomi vésesnémis sglygomis, perséti galima reciausiai kas tris
menesius.

Kulttiroms auginti turéty buti naudojami chemiskai $vartis (rfigstimi i$plauti) ir sterilGs stikliniai indai ir taikomi
sterilaus tvarkymo metodai. Jei pradiné kultiira uzkre¢iama, pvz., dumbliais arba grybeliais, baitina imtis priemoniy
uzkrato organizmams paSalinti. Jei tai dumbliai ar dauguma kity uzkreCiamyjy organizmy, galima atlikti pavirSinj
sterilizavima: paimamas uzkréstos augaly medziagos éminys ir nupjaunamos Saknys, tada augaly medziaga jdedama
i inda su $variu vandeniu ir stipriai sukratoma, po to kurj laika (nuo 30 sekundziy iki 5 min.) laikoma jmerkta j
0,5 % (toriniy procenty) natrio hipochlorito tirpalg. Tada augaly medZiaga praskalaujama steriliu vandeniu,
isskirstoma j kelias dalis ir jdedama j kultdrai auginti skirtus indus su $§viezia auginimo terpe. Po tokio apdorojimo,
ypac apdorojant ilgesnj laikg, daug gniuzuly Zista, taciau tam tikra likusiy augaly dalis paprastai nebeturi uzkrato ir
juos galima naudoti naujoms kultiroms séti.
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4 priedélis

Terpés

L. minor ir L. gibba auginti rekomenduojamos skirtingos terpés. L. minor rekomenduojama naudoti modifikuota terpe
pagal Svedijos standarta (SIS), o L. gibba — 20X AAP terpe. Abiejy terpiy sudétis aprasyta toliau. Sioms terpéms
ruodti turéty biiti naudojamos analiziskai grynos cheminés medziagos ir dejonizuotas vanduo.

Lemna auginimo terpé pagal Svedijos standartg (SIS):

— IV pradiniai tirpalai sterilizuojami autoklave (120 °C, 15 min.) arba membraninio filtravimo badu (akuciy dydis
turéty bati mazdaug 0,2 pm);

— VI (ir, jei pasirinktas, VII) pradinis tirpalas sterilizuojamas tik membraninio filtravimo badu; $iy tirpaly autoklave
apdoroti nereikéty;

— steril@is pradiniai tirpalai turéty bati laikomi vésiai ir tamsoje. Nepanaudotus [-V pradinius tirpalus reikéty
pasalinti po $esiy ménesiy, o VI (ir, jei pasirinktas, VII) tirpalo laikymo trukmé — vienas ménuo.

Prgdi- Koncentracija pra- | Koncentracija pa-
mo Cheminé medziaga diniame tirpale ruostoje terpéje Paruosta terpé
tirpalo 1 1
Nr. (/1) (mg/)
Elemen-tas Koncentracija
(mg/)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4; 9,8
11 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8, 17,5
I\% Na,CO, 4,0 20 C 2,3
A H;BO, 1,0 1,00 B 0,17
MndCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 - -
VII MOPS (buferinis tirpalas) 490 490 - -
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Vienam SIS terpés litrui paruosti i 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 (nebiitinai).

Pastaba. Papildomo VII pradinio tirpalo (MOPS buferinio tirpalo) gali reikéti atliekant kai kuriy cheminiy medziagy
bandymus (Zr. 11 skirsnj).

Naudojant 0,1 mol/l ar 1 mol/l HCI arba NaOH, pH lygis patikslinamas iki 6,5 + 0,1, ir atskiedZiama dejonizuotu
vandeniu iki 1 litro tiirio.

20X AAP auginimo terpé

Pradiniams tirpalams ruosti naudojamas sterilus distiliuotas arba dejonizuotas vanduo.

SterilGis pradiniai tirpalai turéty bati laikomi vésiai ir tamsoje. Tokiomis salygomis pradinius tirpalus galima laikyti
bent 6-8 savaites.

20X-AAP terpei paruoSiami penki pradiniai mitybiniy medziagy tirpalai (A1, A2, A3, B ir C) i§ analiziskai gryny
cheminiy medZiagy. RuoSiant auginimo terpg, po 20 ml kiekvieno pradinio mitybiniy medziagy tirpalo jpilama |
mazdaug 850 ml dejonizuoto vandens. Naudojant 0,1 mol/l ar 1 mol/l HCl arba NaOH, pH lygis patikslinamas iki
7,5 £ 0,1, ir atskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 1 litro tiirio. Tada terpé perfiltruojama j sterily indg per
(mazdaug) 0,2 pm dydzio akuc¢iy membraninj filtra.

Bandymui skirtg auginimo terpe reikéty paruosti prie§ 1-2 paras iki naudojimo, kad nusistovéty pH lygis. Prie§
naudojant auginimo terpe, jos pH reikéty patikrinti ir, jei reikia, patikslinti naudojant 0,1 mol/l ar 1 mol/l NaOH
arba HCl, kaip aprasyta pirmiau.
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Pradinio Koncentracija pra- | Koncentracija pa-
tirpalo Cheminé medziaga diniame tirpale ruostoje terpéje Paruosta terpé
Nr. & (mg/1) ()
Koncentracija
Elementas (mg/) (9
Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO, - 3H, - O 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
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Pradinio Koncentracija pra- | Koncentracija pa-
tirpalo Cheminé medziaga diniame tirpale ruostoje terpéje Paruosta terpé
Nr. @) (mg/1) (*)
s | et
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mndl, - 4H,0 0,42 83 Mn 2,3
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA - 2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
CoCl, - 6H,0 1,4 mgl 29 pgfl Co 7,1 g/l
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CudCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 ug/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(*) Jei nenurodyta kitaip.

Pastaba. Teoriskai tinkama galutiné hidrokarbonato koncentracija (kad bty i$vengta didesnio pH reguliavimo) yra 15 mg/l, o ne
300 mg(l. Taciau anksciau 20X-AAP terpei ruosti, taip pat per tarplaboratorinj bandyma pagal 3ias gaires, naudota
300 mg/l koncentracija. (I. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Develop-
ment and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

Steinbergo (STEINBERG) terpé (pagal ISO 20079)

Koncentracijos ir pradiniai tirpalai

Modifikuota Steinbergo terpé pagal standarta ISO 20079 naudojama tik Lemna minor (nes pagal §j standarts ja
galima naudoti tik Lemna minor), taciau atlikti bandymai parodé, kad gery rezultaty galima gauti ir su Lemna gibba.

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

Mitybiné terpé ruo$iama i§ pradiniy tirpaly arba i§ 10 karty didesnés koncentracijos terpés — tai didZiausia terpés

koncentracija, kuriai esant dar nesusidaro nuosédy.

1 lentele.

Pastovios pH vertés STEINBERG terpé (modifikuota pagal Altenburger)

Sudedamoji dalis 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
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Sudedamoji dalis Mitybiné terpé
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 lentelé.
Pradiniai (makroelementy) tirpalai
1. Makroelementai (50 karty didesnés koncentracijos) g/l
1 pradinis tirpalas:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
2 pradinis tirpalas:
MgSO, - 7H,0 5,00
3 pradinis tirpalas:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
3 lentelé.
Pradiniai (mikroelementy) tirpalai
2. Mikroelementai (1 000 karty didesnés koncentracijos) 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
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2. Mikroelementai (1 000 karty didesnés koncentracijos) mg(l
7 pradinis tirpalas:
MnCl, - 4H,0 180,0
8 pradinis tirpalas:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA dinatrio dihidratas 1 500,00

— 2 ir 3 pradinius tirpalus ir, atskirai, 47 pradinius tirpalus galima supilti kartu (atsiZvelgiant j reikiamas koncent-

racijas).

— Kad pradinius tirpalus biity galima laikyti ilgesnj laikg, apdorokite juos autoklave 20 min. 121 °C temperatiiroje
arba steriliai perfiltruokite (per 0,2 um dydzio akuciy filtrg). Ypac patartina steriliai filtruoti (per 0,2 pm akuciy

filtra) 8 pradinj tirpalg.

Galutinés koncentracijos STEINBERG (modifikuotos) terpés ruosimas:

— po 20 ml 1, 2 ir 3 pradiniy tirpaly (zr. 2 lentele) jpilama | mazdaug 900 ml dejonizuoto vandens, kad

nesusidarytq nuosédy;

— jpilama po 1,0 ml 4, 5, 6, 7 ir 8 pradiniy tirpaly (Zr. 3 lentelg);

— pH turéty bati 5,5 +/— 0,2 (reguliuojama jpilant minimaly NaOH tirpalo arba HCI kieki);

— atskiedZiama vandeniu iki 1 000 ml tario;

— jei pradiniai tirpalai yra sterilizuoti ir paruosti naudojant tinkamga vandenj, papildomai sterilizuoti nebitina. Jei
sterilizuojama galutiné paruosta terpé, 8 pradinj tirpalg reikéty jpilti po terpés apdorojimo autoklave (20 min.,

121 °C temperatiiroje).

10 karty didesnés koncentracijos (modifikuotos) STEINBERG terpés, skirtos laikyti ilgesnj laikg, ruogimas:

— po 20 ml 1, 2 ir 3 pradiniy tirpaly (Zr. 2 lentele) jpilama j mazdaug 30 ml vandens, kad nesusidaryty nuosédy;

— ipilama po 1,0 ml 4, 5, 6, 7 ir 8 pradiniy tirpaly (Zr. 3 lentel¢). AtskiedZiama vandeniu iki 100 ml tirio;

— jei pradiniai tirpalai yra sterilizuoti ir paruosti naudojant tinkamga vandenj, papildomai sterilizuoti nebiitina. Jei
sterilizuojama galutiné paruosta terpé, 8 pradinj tirpalg reikéty jpilti po terpés apdorojimo autoklave (20 min.,

121 °C temperatiiroje).
— Terpés (galutinés koncentracijos) pH verté turéty bati 5,5 £ 0,2.°

(6) ITtraukiami Sie C.31-C.46 skyriai:

,C.31. BANDYMAS SU SAUSUMOS AUGALAIS. DAIGY PASIRODYMO IR DAIGY AUGIMO

BANDYMAS

IVADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 208 (2006). Bandymy metodai reguliariai
persvarstomi atsizvelgiant | mokslo paZanga ir i jy tinkamumg reglamentavimo reikméms. Sis atnaujintas
bandymo metodas skirtas galimam cheminiy medziagy poveikiui augaly daigy pasirodymui ir augimui vertinti.
Pagal §j metoda neatsizvelgiama | létinj poveikj ar poveikj reprodukcijai (t. y. sékly uzmezgimui, Ziedy
formavimuisi, vaisiy brendimui). Siekiant uZtikrinti, kad buity taikomi tinkami bandymo metodai, batina
atsizvelgti | bandomosios cheminés medziagos poveikio sglygas ir savybes (pvz., atlickant metaly ir metaly
junginiy bandymus, reikéty atsizvelgti | pH ir susijusiy prieSjoniy poveiki) (1). Pagal § bandymo metoda
netiriamas cheminiy medZiagy gary poveikis augalams. Pagal ji atliekami bendrosios paskirties cheminiy
medziagy, biocidy ir augaly apsaugos produkty (taip pat vadinamy pesticidais) bandymai. Sis metodas
parengtas remiantis esamais metodais (2), (3), (4), (5), (6), (7), atsizvelgiant ir j kitus augaly bandymams
svarbius Saltinius (8), (9), (10). Taikant §j metodg vartojamos savokos apibréztos 1 priedélyje.
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BANDYMO PRINCIPAS

2. Atliekant §j bandyma vertinamas dirvoZemyje (ar kitoje tinkamoje dirvoZemio terpéje) esancios bandomosios
cheminés medziagos poveikis aukstesniyjy augaly daigy pasirodymui ir pradiniam augimui. Séklos jterpiamos |
bandomaja chemine medZiaga apdorota dirvoZzemj ir poveikis paprastai vertinamas praéjus 14-21 dienai po
50 % kontrolinés grupés daigy pasirodymo. Vertinamoji baigtis — pasirodziusiy daigy i$vaizdos vertinimas,
sausos daigy medziagos masés (arba Sviezios daigy medziagos masés) masés ir, kai kuriais atvejais, daigy
auk$¢io nustatymas, taip pat pastebimo kenksmingo poveikio jvairioms augalo dalims vertinimas. Siy
vertinimy ir stebéjimy duomenys palyginami su atitinkamais kontrolinés neapdorotos grupés augaly
duomenimis.

3. Priklausomai nuo numatomo poveikio biido, bandomoji cheminé medziaga jterpiama i dirvoZzemj (arba galbit
i dirbtinio dirvoZemio terpg) arba ja padengiamas dirvozemio pavirSius (jei tai atitinka galimg tos cheminés
medziagos poveikio budg). | dirvozemj bandomoji medzZiaga jterpiama bendrai apdorojant visg bandymui
naudojamo dirvozemio kiekj, taip apdorotas dirvoZemis paskirstomas i augalams auginti skirtus indus ir jame
paséjamos atitinkamos riiSies augaly séklos. Kai bandomaja medziaga reikia padengti dirvoZzemio pavirsiy, tai
daroma jau paséjus seklas j indus su dirvoZemiu. Po to bandymo vienetai (kontroliniai ir apdoroto dirvozemio
bandiniai su pasétomis séklomis) laikomi sékly dygimui ir augaly augimui palankiomis sglygomis.

4. Priklausomai nuo tyrimo tikslo, is bandymas gali bati atlickamas siekiant nubrézti bandomosios medziagos
dozés ir atsako kreive arba, pasirinkus vieng koncentracijos verte (norma), kaip riby nustatymo bandymas.
Jeigu vienos koncentracijos (normos) bandymo rezultatas virSija tam tikra toksiskumo lygi (pvz., jeigu
pastebimas didesnis negu x % poveikis), atlickamas intervalo nustatymo bandymas, siekiant nustatyti virSuting
ir Zemuting toksiskumo ribas, o tada — keliy koncentracijy (normy) bandymas siekiant nubrézti dozés ir atsako
kreive. Siekiant nustatyti efektyviaja koncentracijg EC, arba efektyviaja naudojimo norma ER_ (pvz., EC,,, ER,
EC,,, ER,,) tirlamam didZiausio jautrio parametrui arba parametrams, atlickama tinkama statistiné analizé. Be
to, atlickant §j bandymga galima apskaiciuoti nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) ir maziausig pastebéto
poveikio koncentracija (LOEC).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

5. Nustatant tikéting cheminés medZiagos poveikio biidg ir planuojant bandymg naudinga Zinoti $ig informacija:
cheminés medziagos struktiiring formule, grynuma, tirpumg vandenyje, tirpuma organiniuose tirpikliuose, 1-
oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficients, gerties j dirvozemj savybes, gary slégi, cheminj stabiluma
veikiant vandeniui bei $viesai ir biologinj skaiduma.

BANDYMO TINKAMUMAS

6. Bandymas pripazistamas tinkamu, jei kontrolinés grupés bandiniai atitinka iuos veiksmingumo kriterijus:
— daigy pasirodymas siekia bent 70 %;

— daigai néra patyre pastebimo fitotoksinio poveikio (pvz., chlorozés, nekrozés, vytimo, lapy ir stieby
deformacijos) ir augalams yra budingas tik tai konkreciai rasiai jprastas augimo ir sandaros (morfologinis)
kintamumas;

— per visg tyrimo trukme i$gyvena vidutiniskai bent 90 % pasirodziusiy kontrolinés grupés daigy;

— konkrecios riisies augalai laikomi vienodomis aplinkos salygomis ir jy auginimo terpiy sudétyje yra vienodi
i$ to paties Saltinio gautos dirvoZemio terpés, atraminiy medzZiagy arba substrato kiekiai.

ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

7. Siekiant jsitikinti, kad laikui bégant per daug nesikei¢ia bandymo eiga, konkre¢iy bandomyjy augaly atsakas |
poveikj ir bandymo salygos, galima reguliariai atlikti bandymus su etalonine chemine medziaga. Kita vertus, kai
kuriose laboratorijose bandymo sistemos veikimui vertinti gali biiti naudojami ankstesniy kontroliniy augaly
biomasés ar augimo matavimy duomenys; tai galéty bati ir tarplaboratorinés kokybés kontrolés priemoné.
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METODO APRASYMAS

Natiiralus dirvoZemis arba dirbtinis substratas

8.  Augalai gali bati auginami induose, pripildytuose priesmeélio arba smélingo priemolio, kurio sudétyje turi bati
iki 1,5 % organinés anglies (apie 3 % organinés medzZiagos). Taip pat galima naudoti rinkoje parduodama
vazoniniams augalams skirta dirvoZemj arba sintetinj dirvoZemio misinj, kurio sudétyje yra iki 1,5 % organinés
anglies. Molingo dirvoZemio naudoti nepatartina, jeigu yra Zinoma, kad bandomajai cheminei medziagai
budingas didelis junglumas su moliu. I§ lauko paimtg dirvoZemj reikéty issijoti, kad jame likty ne didesnés kaip
2 mm dalelés, taip ji suvienodinant ir pasalinant stambias daleles. Bandymo ataskaitoje reikéty nurodyti
galutinio paruosto dirvoZemio rii§j ir struktiirg, organinés anglies kieki ( %), pH ir drusky kieki, nuo kurio
priklauso elektroninis laidumas. Turéty bati nurodyta dirvoZemio kategorija pagal standarting klasifikavimo
schemg (11). DirvoZemj galima pasterizuoti arba iskaitinti, kad sumazéty jame esanciy patogeniniy mikroor-
ganizmy poveikis.

9. Naudojant natiiraly dirvozemj gali bati sudétingiau aiskinti bandymo rezultatus ir jy kintamumas gali bati
didesnis dél dirvozemio fizikiniy ar cheminiy savybiy ir mikroorganizmy populiacijy skirtumy, o Sie kintamieji
savo ruoztu gali pakeisti dirvoZzemio drégmés imluma, cheminiy medziagy suri§imo geba, aeracija ir mitybiniy
medziagy bei mikroelementy sudétj. Kinta ne tik Sie fiziniai parametrai, bet ir cheminés dirvoZemio savybés,
kaip antai pH ir oksidacijos-redukcijos potencialas, ir nuo to gali priklausyti bandomosios cheminés medziagos
biologinis jsisavinamumas (12), (13), (14).

10. Dirbtiniai substratai paprastai nenaudojami augaly apsaugos produkty bandymams, taciau galima juos naudoti
bandant bendrosios paskirties chemines medZziagas arba siekiant kuo labiau sumazinti natiiraliam dirvozemiui
budingg kintamumg ir padidinti bandymy rezultaty palyginamumg. Naudojami substratai turéty bati sudaryti i§
inertiniy medziagy, kurios kuo maziau sgveikauty su bandomgja chemine medziaga, jos nesikliu-tirpikliu arba
abiem $iomis medZiagomis. Nustatyta, kad rogstimi i$plautas kvarcinis smélis, mineraliné vata ir stikliniai
(pvz., 0,35-0,85 mm skersmens) rutuliukai yra tinkamos inertinés medziagos, beveik nesugeriancios
bandomosios cheminés medziagos (15), taip uZtikrinant, kad kuo didesnis jos kiekis per $aknis pasiekty daigus.
Vermikulitas, perlitas ar kitos medziagos, kurioms budinga didelé sugerties geba, yra netinkami substratai.
Turéty pakakti augalams augti reikalingy mitybiniy medziagy, kad augalai nepatirty streso dél mitybiniy
medziagy trikumo; kai jmanoma, $iy medziagy pakankamuma reikéty jvertinti atliekant cheming analiz¢ arba
apzitrint kontrolinius augalus.

Bandomyjy risiy atrankos kriterijai

11. Siekiant tirti jvairius augaly atsakus | poveiki, reikéty bandymui rinktis pakankamai jvairias rasis, pvz., atsi-
zvelgiant i jy taksonoming jvairove augaly karalystéje, paplitima, gausa, riiSiai budingus gyvenimo ciklo
ypatumus ir paplitimo gamtoje teritorija (8), (10), (16), (17), (18), (19), (20). Renkantis i§ bandymams galimy
naudoti riisiy, reikéty atsizvelgti | Siuos aspektus:

— ar tos rusies augalai subrandina vienodas séklas, kurias lengva gauti i§ patikimo standartiniy sékly
Saltinio arba Saltiniy ir kurios vienodai, patikimai ir tolygiai dygsta, o daigai tolygiai auga;

— ar tie augalai yra tinkami laboratoriniams bandymams ir ar juos naudojant galima gauti patikimus ir
atkuriamus rezultatus tiek toje pacioje bandymo vietoje, tiek jvairiose laboratorijose;

— bandymui naudojamos riiSies jautris turéty atitikti natdiralioje aplinkoje auganciy augaly reakcijas
atitinkamos cheminés medziagos poveiki;

— ar tos ridys jau pirmiau kiek nors naudotos toksiskumo bandymams ir jas naudojant, pvz., herbicidy
bioanalizei, sunkiyjy metaly tyrimams, druskingumo ar mineraliniy medziagy sukelto streso bandymams
arba alelopatiniams tyrimams, nustatyta, kad jos yra jautrios labai jvairiems stresg sukeliantiems veiksniams;

— ar joms tinka auginimo salygos pagal §j bandymo metods;
— ar jos atitinka bandymo tinkamumo kriterijus.

Kai kurios bandymams iki $iol daugiausia naudotos riiSys i§vardytos 2 priedélyje, o galimos naudoti
nekultdriniy augaly rsys — 3 priedélyje.



2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 54/77

12. Kiek augaly rasiy reikia naudoti per bandymag, priklauso nuo galiojanciy norminiy reikalavimy, todél Sio
bandymo metodo apraSyme tai nenurodyta.

Bandomosios cheminés medZiagos naudojimas

13. Chemine medziaga reikéty naudoti jterpta i tinkamg nesiklj (pvz., vandeni, aceton, etanolj, polietilenglikolj,
gumiarabikg, smélj). Galima atlikti ir miSiniy (apibréZtos sudéties produkty arba preparaty), susidedanciy is
veikliyjy medziagy ir jvairiy priedy, bandymus.

[terpimas j dirvoZemj arba dirbtinj substratg

14. Vandenyje tirpias arba vandenyje suspenduojamas chemines medZiagas galima jmaiSyti j vandenj ir gautg
tirpala sumaiSyti su dirvoZzemiu naudojant tinkamg maiSytuvg. Bandyma Siuo badu gali bati tinkama atlikti
tada, kai cheminés medziagos poveikis patiriamas per dirvozemj arba dirvozemio pory vandenj ir reikia tirti
jos isisavinimg per augaly Saknis. Dedant bandomajg chemine medZiagg  dirvoZemi, neturéty bati virSytas jo
drégmeés imlumas. | kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos indg jpilamo vandens tiris turéty bati
vienodas, ta¢iau vandens kiekj reikéty riboti, kad dirvoZemis nesukibty j gumulélius.

15. Vandenyje mazai tirpias chemines medziagas reikéty istirpinti tinkamame lakiame tirpiklyje (pvz., acetone,
etanolyje) ir sumaiSyti su sméliu, tada tirpiklj i§ smélio galima pasalinti leidZiant oro srautg ir smélj
nepaliaujamai maiant. Taip apdorotas smélis sumaiomas su bandymui naudojamu dirvoZzemiu. ParuoSiamas
antras kontrolinis bandinys, i kurj dedama tik smélio ir tirpiklio. ] visy koncentracijy bandinius ir antrgjj
kontrolinj bandinj dedama po vienoda smélio, j kurj jmaisyta tirpiklio (kuris véliau pasalintas), kiekj. Atlieckant
kiety, netirpiy cheminiy medziagy bandymus, cheminé medziaga sumaiSoma su sausu dirvoZemiu naudojant
tinkamg maiSytuvg, tada dirvoZemis sudedamas | augalams auginti skirtus indus, i kuriuos iskart paséjamos
séklos.

16. Kai vietoj dirvoZemio naudojamas dirbtinis substratas, vandenyje tirpias chemines medZziagas galima istirpinti
mitybiniy medzZiagy tirpale prie§ pat pradedant bandymga. Vandenyje netirpias chemines medziagas, kurias
galima suspenduoti vandenyje naudojant tirpikli-nesiklj, reikéty kartu su nesikliu jmaiSyti j mitybiniy medziagy
tirpala. Vandenyje netirpias chemines medziagas, kurioms tinkamy netoksisky vandenyje tirpiy nesikliy néra,
reikéty istirpinti tinkamame lakiajame tirpiklyje. Gautas tirpalas sumaiSomas su sméliu arba stikliniais
rutuliukais, miSinys jdedamas | bligninj vakuuminj aparata ir igarinamas. Lieka chemine medziaga tolygiai
padengtos smélio dalelés arba stikliniai rutuliukai. Tam tikrg pasvertg rutuliuky dalj reikéty paveikti tuo paciu
organiniu tirpikliu, ekstrahuojant bandomaja cheming medziaga ir ja iSanalizuojant; tai reikéty padaryti prie§
pripildant indus, kuriuose bus auginami augalai.

DirvoZemio pavirsiaus apdorojimas bandomgja medZiaga

17. Atliekant augaly apsaugos produkty bandymus, bandomoji cheminé medziaga daznai naudojama apipurskiant
bandomuoju tirpalu dirvoZemio pavir$iy. Visa bandymams naudojama jranga, jskaitant bandomosios cheminés
medziagos ruosimo ir dozavimo jranga, turéty bati tokio modelio ir gebos, kad, naudojant tg jrangg, bandymus
baty galima atlikti tiksliai ir prireikus pakartoti. Bandomagja medZiaga turéty buti vienodai padengiamas visy
bandiniy dirvoZzemio pavirSius. Reikéty stengtis apsisaugoti nuo galimos cheminés medZziagos ijgerties i
naudojamg jranga ar reakcijy su Sia jranga (pvz., plastikiniais vamzdeliais ir lipofilinémis medZiagomis arba
plieninémis dalimis ir elementais). Bandomoji cheminé medziaga uZpurskiama ant dirvozemio pavirsiaus
imituojant jprasta purskimg Zemés tkyje naudojamais purkStuvais. Paprastai uZpurskiamas toks medziagos
kiekis, koks naudojamas pagal jprasty Zemés tkio praktiky; atitinkami (vandens ir kt.) kiekiai turéty bati
nurodyti ataskaitoje. Reikéty rinktis tokj purkstuvo antgali, kad biity tolygiai padengiamas visas dirvoZemio
pavirsius. Jeigu naudojami tirpikliai ir nesikliai, reikéty paruosti antra kontroliniy augaly, i kuriy indus bus
dedama tik tirpiklio arba nesiklio, grupe. To daryti nereikia, kai augaly apsaugos produktai bandomi kaip
preparatai.

Bandomosios cheminés medZiagos koncentracijos (normos) patikrinimas

18. Bandymui pasirinktas cheminés medziagos koncentracijas (naudojimo normas) batina patikrinti atliekant
tinkamg patvirtinamaja analize. Visas tirpiy cheminiy medZiagy bandymo koncentracijas (normas) galima
patvirtinti iSanalizuojant bandymui naudojamg didZiausios koncentracijos bandomajj tirpala, jo vélesnj
skiedimg aprasant bandymo dokumentuose ir naudojant tinkama kalibruota jranga (pvz., kalibruotus analizei
skirtus stiklinius indus, kalibruotg purskimo jrangs). Atliekant netirpiy cheminiy medZziagy bandymus, gauta
sudéting medziagg biitina patikrinti pagal bandomosios cheminés medziagos, dedamos j dirvoZemi, mase. Jei
batina jrodyti dirvoZemio vienalytiskumg, gali reikéti jj iSanalizuoti.
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PROCEDURA
Bandymo planas

19. [indus paséjamos tos pacios riisies augaly séklos. | vieng inda séjamy sékly kiekis priklauso nuo augaly rasies,
indo dydzio ir bandymo trukmés. Viename inde turéty biti tiek augaly, kad jie per visa bandymo trukme
galéty augti tinkamomis sglygomis ir jiems nebiity per anksta. Augalai turéty bati s¢jami ne tankiau kaip
mazdaug 3-10 sekly 100 cm? plote (priklausomai nuo sékly dydzio). Pavyzdziui, 15 cm skersmens inde
patartina auginti 1-2 kukurtizy, sojy, pomidory, agurky ar cukriniy runkeliy daigus, tris rapsy ar Zirniy daigus
arba 5-10 svogiiny, kvieciy ar kity smulkiasékliy augaly daigy. Sékly ir kartotiniy indy (kartotiniais bandiniais
laikomi indai, todél atskiri tame paciame inde augantys augalai néra kartotiniai bandiniai) skaiCius turéty biti
tinkamas statistinei analizei efektyviai atlikti (21). Pazymétina, kad rezultaty kintamumas yra didesnis tada, kai
vieng (kartotinj) indg pasé¢jama maziau, taciau didesniy bandomosios rusies augaly sékly, negu tada, kai i inda
galima paséti daugiau smulkiy sékly. Sj kintamumag galima sumazinti i kiekviena indg séjant po vienoda augaly
skaiciy.

20. Siekiant uZtikrinti, kad per bandyma bity stebimas tik bandomosios cheminés medziagos sukeltas ar su ja
susijes poveikis, naudojamos kontrolinés grupés. Tinkama kontroliné grupé turéty bati visais atzvilgiais tapati
bandomajai grupei, iSskyrus tai, kad ji nepatiria bandomosios cheminés medziagos poveikio. Visi per vieng
bandyma naudojami augalai, jskaitant kontrolinius augalus, turéty bati gauti i§ to paties Saltinio. Kad baty
i§vengta vertinimo klaidy, batina atsitiktine tvarka paskirstyti bandymo ir kontrolinius indus.

21. Reikéty stengtis nenaudoti insekticidais ar fungicidais padengty (t. y. beicuoty) sékly, taciau kai kurios
reguliavimo institucijos leidzia naudoti tam tikrus nesisteminius kontaktinius fungicidus (pvz., kaptana, tirama)
(22). Jeigu esama susiriipinimo dél per séklas platinamy patogeniniy organizmy, galima trumpai pamirkyti
séklas silpname 5 % hipochlorito tirpale, tada kruopsciai perplauti tekanciu vandeniu ir iSdZiovinti. Sékly
negalima papildomai apdoroti kitu augaly apsaugos produktu.

Bandymo sglygos

22. Bandymo sglygos turéty biiti artimos normaliam bandomuyjy rasiy ir veisliy augaly augimui reikalingoms
salygoms (tinkamy bandymo salygy pavyzdziy pateikta 4 priedélyje). Sudyge augalai turéty bati pagal geraja
specialias augalams auginti skirtas patalpas, jose paprastai turéty biti kontroliuojama ir pakankamai daznai
(pvz., kartg per dieng) uZraSoma temperatiira, drégnis, anglies dioksido koncentracija, $viesos (stiprio, bangy
ilgio, fotosintezei tinkamos ap3$vietos) ir ap$vietimo trukmés duomenys, laistymo budas ir t. t., siekiant
uztikrinti, kad augalai gerai augty, palyginti su kontroliniais tos riiSies augalais. Temperatiira Siltnamyje turéty
bati reguliuojama védinimo, $ildymo ir (arba) vésinimo sistemomis. Apskritai bandymus $iltnamyje rekomen-
duojama atlikti tokiomis sglygomis:

— 22 £ 10 °C temperatiira;
— 70 £ 25 % drégnis;
— ap§vietimo trukmé — ne maziau kaip 16 Sviesos valandy per parg;

— 350 + 50 p E/m?/s $viesos stipris. Jeigu $viesos stipris yra maZesnis nei 200 pE[m?[s, o bangy ilgis nesiekia
400-700 nm intervalo, gali reikéti papildomo aps$vietimo, isskyrus tuos atvejus, kai naudojamoms risims
reikia maziau $viesos.

Aplinkos salygos turéty bati stebimos ir uZraSomos per visg tyrimo trukme. Augalai turéty biti auginami
neakytuose plastikiniuose ar glaziiruotuose induose, po kuriais padéti padéklai arba lékstelés. Indus galima
reguliariai perstatyti siekiant, kad augalai augty vienodai (taip sumazinant kintamumga dél auginimo patalpose
esamy nevienody bandymo salygy). Indai turi bati pakankamai dideli, kad augalai juose galéty normaliai augti.

23. Dirvozemio mitybines medzZiagas galima papildyti, kai to reikia augaly gyvybingumui palaikyti. Ar reikia
papildomy mitybiniy medziagy, ir kada jy déti, galima suzinoti stebint kontrolinius augalus. Bandymo indus
patartina drékinti i§ apacios (pvz., naudojant stiklo pluosto vamzdelius), taciau i§ pradziy galima laistyti i§
virfaus, nes taip skatinamas sékly dygimas ir, jeigu bandomgja medziaga padengtas dirvoZemio pavirsius,
palengvinama jos skverbtis | dirvozemi.
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24. Konkrecios auginimo salygos turéty bati tinkamos bandomajai augaly rasiai ir tiriamai cheminei medZiagai.
Kontroliniy ir bandomyjy grupiy augalai turi bati laikomi vienodomis aplinkos salygomis, ta¢iau reikéty imtis
tinkamy priemoniy, kad (pvz. lakiosios) bandomosios cheminés medziagos neprasiskverbty i§ vienos
bandomosios grupés i kita ir nepaveikty kontrolinés grupés augaly.

Vienos koncentracijos (normos) bandymas

25. Siekiant nustatyti tinkamg cheminés medziagos koncentracija arba norma, kad biity galima atlikti vienos
(poveikio | ribinés) koncentracijos arba normos bandyma, bitina atsizvelgti j kelis veiksnius. Per bendrosios
paskirties cheminiy medziagy bandymus tie veiksniai yra cheminés medziagos fizikinés ir cheminés savybés.
Per augaly apsaugos produkty bandymus biitina atsizvelgti j bandomosios cheminés medziagos fizikines ir
chemines savybes, naudojimo pobidj, jos didziausia koncentracija arba naudojimo normg, kiek karty ji
naudojama per sezong, ir (arba) jos patvarumg. Siekiant nustatyti, ar bendrosios paskirties cheminé medziaga
turi fitotoksiniy savybiy, gali reikéti bandymui naudoti didZiausig jos kiekj — 1 000 mg vienam sausos
dirvozemio masés kilogramui.

Intervalo nustatymo bandymas

26. Kai reikia, galima atlikti intervalo nustatymo bandyma siekiant suzinoti, kokias bandomosios medziagos
koncentracijas ar normas tinka naudoti per nustatomaji dozés ir atsako tyrimg. Atliekant intervalo nustatymo
bandyma, bandymui turéty bati pasirinktas pakankamai platus koncentracijy (normy) intervalas (pvz., 0,1, 1,0,
10, 100 ir 1 000 mg medZiagos vienam sausos dirvoZemio masés kilogramui). Per augaly apsaugos produkty
bandymus reikiamas koncentracijas (normas) galima pasirinkti pagal rekomenduojamg arba didziausig koncent-
racijg ar naudojimo normg, pvz., 1/100, 1/10 ar 1/1 rekomenduojamos arba didZiausios koncentracijos ar
naudojimo normos.

Keliy koncentracijy (normy) bandymai

27. Bandymo, kuriam pasirenkamos kelios bandomosios medziagos koncentracijos (normos), tikslas yra nustatyti
jos dozés ir atsako santyki, taip pat nustatyti poveikio daigy pasirodymui, biomasei ir (arba) i§vaizdai, palyginti
su tos medZziagos poveikio nepatirianciais kontroliniais bandiniais, EC, arba ER_ verte pagal reguliavimo
institucijy reikalavimus.

28. Pasirinkty koncentracijos verciy arba normy skaicius ir intervalas turéty bati pakankami, kad baty galima gauti
patikima dozés ir atsako santykj bei regresijos lygtj ir EC_ arba ER_ jvert. Pasirinkty koncentracijy (normy)
intervalas turéty apimti nustatomas EC, arba ER_ vertes. Pavyzdziui, jeigu reikia nustatyti EC;, verte, bandymui
patartina rinktis tokias bandomosios medZiagos normas, kad poveikis biity 20-80 %. Siuo tikslu rekomen-
duojama rinktis ne maziau kaip penkias bandymo koncentracijos vertes (normas), i§déstytas geometrine
progresija, kurios daugiklis nevir§yty 3, kartu su kontroline neapdorota grupe. Kiekvienoje bandomojoje ir
kontrolingje grupéje turéty biti maziausiai 4 kartotiniai bandiniai, o sékly i§ viso turi biti ne maziau kaip 20.
Bandymui naudojant kai kuriuos augalus, kuriems biidingas mazas daigumas arba netolygus augimas, siekiant
atlikti statistiskai patikimesnj bandyma, gali reikéti naudoti daugiau kartotiniy bandiniy. Jeigu bandymui
pasirenkama daugiau koncentracijos ver¢iy (normy), kartotiniy bandiniy gali biiti maZiau. Jeigu reikia jvertinti
NOEC, siekiant reikiamo statistinio patikimumo, gali reikéti naudoti daugiau kartotiniy bandiniy (23).

Stebéjimai

29. Stebéjimo laikotarpiu, t. y. 14-21 dieng po 50 % kontroliniy augaly (ir, kai tinka, tirpiklio kontroliniy bandiniy
augaly) sudygimo, augalai daznai apZitrimi (bent karta per savaite, jeigu imanoma — kasdien) ir jvertinamas
daigy pasirodymas, pastebimi fitotoksiskumo poZymiai bei mirtingumas. Baigiant bandymg reikéty uZrasyti
iSmatuotg likusiy gyvy augaly daigy pasirodymo procentinj lygj ir biomase ir apraSyti pastebéta kenksminga
poveikj jvairioms augalo dalims. Tai gali bati pakitusi pasirodziusiy daigy i$vaizda, sulétéjes augimas, chlorozé,
spalvos pakitimas, Ziistamumas ir poveikis augalo vystymuisi. Galuting biomasg galima iSmatuoti pagal galuting
viduting likusiy gyvy daigy sausosios medZiagos mase, nupjovus daigus ties dirvoZemio pavirSiumi ir
isdziovinus 60° C temperatiroje iki pastovios masés. Galuting biomase galima i$matuoti ir kitu budu pagal
$viezios daigy medZiagos mase. Dar viena vertinamoji baigtis gali bati daigo aukstis, jei to reikalauja
reguliavimo institucijos. Vertinant pastebimg toksinj atsaka, pastebétiems pazeidimams apibidinti reikéty
naudoti vienoda vertinimo balais sistemg. Pavyzdziy, kaip galima atlikti kokybinius ir kiekybinius augaly
vertinimus juos apZitrint, pateikta nurodytoje literatiiroje (23), (24).
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DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Statistiné analizé
Vienos koncentracijos (normos) bandymas

30. Kiekvienos riiies augaly duomenis reikéty iSanalizuoti taikant tinkamg statistinj metoda (21). Ataskaitoje
reikéty nurodyti pasirinktos bandomosios medziagos koncentracijos (normos) poveikio lygj arba nurodyti, kad
esant tai koncentracijai (normai), tokio poveikio nepatirta (pvz., esant y koncentracijai arba normai, pastebétas
< x % poveikis).

Keliy koncentracijy (normy) bandymas

31. Dozés ir atsako santykis nustatomas pagal regresijos lygtj. Galima naudoti jvairius modelius: pvz., vertinant EC,
arba ER_ (kaip antai EC,;, ER);, EC;,, ERy,) ir iy verciy pasikliovimo ribas, daigy pasirodyma isreiskiant
dvireik§miais kintamaisiais, gali bati tinkama naudoti logito, probito, Weibull, Spearman-Karber, sutrumpinta
Spearman-Karber ar kitus metodus. Nustatant daigy augimg (mas¢ ir aukstj) kaip tolydZias vertinamasias
baigtis, EC_ arba ER_ ir $iy verciy pasikliovimo ribas galima jvertinti atliekant tinkama regresing analize
(pvz., netiesinés regresijos analiz¢ pagal Bruce ir Versteeg (25)). Kai jmanoma, jautriausiy rasiy R2 verté turéty
bati 0,7 arba didesné, o bandymui pasirinktos koncentracijos (normos) turéty apimti 20-80 % poveiki. Jei
reikia jvertinti NOEC, patartina taikyti patikimus statistinius kriterijus, kuriuos reikéty pasirinkti remiantis
duomeny paskirstymu (21), (26).

Bandymo ataskaita

32. Bandymo ataskaitoje turéty bati pateikti atlikty tyrimy rezultatai ir i$samiai aprasytos bandymo salygos,
pateiktas iSsamus rezultaty aptarimas, duomeny analizé ir Sios analizés i§vados. Reikéty pateikti suvesting
rezultaty lentele ir santrauka. Ataskaitoje turi biiti pateikta toliau nurodyta informacija:

Bandomoji cheminé medZiaga

— Cheminés medziagos atpazinties duomenys, svarbios bandomosios cheminés medziagos savybés (pvz.,
log P_, tirpumas vandenyje, gary slégis, jei Zinoma — informacija apie islieckamuma ir elgseng aplinkoje).

— I$sami informacija apie bandymo tirpalo ruo$img ir bandymui pasirinkty koncentracijy patikrinima, kaip
nurodyta 18 skirsnyje.

Bandomosios riisys

— Informacija apie bandomuosius organizmus: riisis (veislé), augaly Seimos, moksliniai ir bendriniai
pavadinimai, gavimo Saltinis; kuo i§samiau aprasyta sékly kilmé (t. y. tiekéjo pavadinimas, procentinis
daigumas, sékly dydzio kategorija, siuntos arba partijos numeris, kuriais metais arba per kurj augimo
sezong surinktos séklos, daigumo nustatymo data), gyvybingumas ir t. t.

— Bandymui naudoty vienaskil¢iy ir dviskil¢iy augaly rasiy skaicius.

— Naudoty rasiy pasirinkimo prieZastys.

— Sékly laikymo, tvarkymo ir prieziiros apraSymas.

Bandymo sglygos

— Bandymo patalpa (pvz., auginimo kamera, fitotronas ir $iltnamis).

— Bandymo sistemos apras$ymas (pvz., augalams auginti skirty indy matmenys, i§ kokios medziagos pagaminti
tie indai, naudojami dirvoZemio kiekiai).

— Dirvozemio savybés (dirvozemio struktiira arba risis: dirvoZzemio granuliometriné sudétis ir klasifikacija,
fizikinés ir cheminés savybés, jskaitant organinés medziagos kiekj ( %), organinés anglies kiekj ( %) ir pH
verte).

— Dirvozemio arba substrato (pvz. dirvoZemio, dirbtinio dirvoZemio, smélio ar kt.) paruoSimas pries
bandyma.

— Mitybinés terpés (jei naudojama) aprasymas.
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— Bandomosios cheminés medziagos naudojimas: naudojimo budo aprasymas, naudojamos jrangos
aprasymas, tos medziagos poveikio lygiai ir kiekiai, be kita ko, patikrinti cheminés analizés biidu, taikyto
kalibravimo metodo aprasymas ir aplinkos salygy, buvusiy naudojant bandomaja medziaga, apraSymas.

— Augaly auginimo salygos: $viesos stipris (pvz., fotosintezei tinkama ap$vieta), ap$vietimo trukmé,
auksCiausia ir Zemiausia temperatiros, laistymo grafikas ir badas, tresimas.

— Sékly skaicius viename inde, vieng bandomosios medziagos doze gavusiy augaly skaicius, kiekvieno
poveikio lygio kartotiniy bandiniy (indy) skai¢ius.

— Kontroliniy bandiniy (neigiamy ir (arba) teigiamy kontroliniy bandiniy, tirpiklio, jei naudojamas,
kontroliniy bandiniy) r@sis ir skai¢ius.

— Bandymo trukmé.
Rezultatai

— Visy kiekvieno kartotinio bandinio, bandymui pasirinktos koncentracijos (normos) ir bandomosios risies
vertinamyjy baigciy lentelé.

— Bandomosios grupés sékly daigumas (iSreikstas skai¢iumi ir procentais), palygintas su kontrolinés grupés
sékly daigumu.

— Biomasés (sausos arba $vieZios daigy medziagos masés) matavimai, ireiksti kontrolinés grupés biomasés
procentine dalimi.

— Augaly daigy aukstis, iSreikStas kontrolinés grupés daigy aukscio procentine dalimi (jeigu matuojamas).

— Pastebéti dél bandomosios cheminés medZziagos poveikio atsirade daigy paZeidimai, isreiksti procentiniu
dydziu, ir ty pastebéty pazeidimy (chlorozés, nekrozés, vytimo, lapy ir stieby deformacijos arba jokio
poveikio, jei jo nepastebéta) kokybinis bei kiekybinis apibiidinimas, palyginant su kontroliniais augalais.

— Jei pastebéti pazeidimai vertinami balais — naudojamos baly sistemos aprasymas.

— Jei tyrimui pasirinkta tik viena bandomosios medziagos norma, reikéty nurodyti pazeidimy dydj, isreiksta
procentais.

— EC, arba ER_ (pvz., ECy,, ER,,, EC,5, ER,;) vertés ir atitinkamos pasikliovimo ribos. Jei atlickama regresiné
analizé, pateikite regresinés lygties standarting paklaidg ir atskiry parametry jverc¢io (pvz. nuolydzio,
atkarpos) standarting paklaida.

— Jeigu apskai¢iuotos — NOEC (ir LOEC) vertés.

— Taikyty statistiniy procediiry ir padaryty prielaidy aprasymas.

— Siy duomeny grafiné schema ir bandomosios riisies dozés bei atsako santykis.

Ataskaitoje taip pat turéty biti apraSyti bet kokie nukrypimai nuo nustatyty pagal §j bandymo metoda

atliekamy procediry ir bet kokie per bandyma pastebéti nejprasti reiskiniai.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Veiklioji medziaga (arba aktyvioji medziaga) — medziaga, naudojama siekiant sukelti tam tikrg biologinj poveikj
(pvz., skirta vabzdziy kontrolei, augaly ligy kontrolei, piktZoliy kontrolei ta medziaga apdorojamame plote), taip pat
vadinama techniskai gryna veikligja medziaga ar aktyvigja medziaga.

Cheminé medziaga — medziaga arba misinys.

Augaly apsaugos produktai (AAP) arba pesticidai — specifinio biologinio aktyvumo medzZiagos, tikslingai
naudojamos kultiriniams augalams nuo kenkéjy (pvz., grybeliniy ligy, vabzdziy ir kity konkuruojanciy augaly)
apsaugoti.

EC, - x % poveikio koncentracija arba ER_ - x % poveikio lygis — bandomosios medziagos koncentracija arba
lygis, kuriam esant pasireiskia x % nepageidaujamas pokytis arba nuokrypis nuo bandymo vertinamosios baigties,
palyginti su kontroline grupe (pvz., 25 arba 50 % mazesnis pasirodziusiy daigy skaicius, daigy aukstis, galutinis gyvy
augaly skaiCius arba pastebéty pazeidimy dydis reiksty atitinkamai EC,; | ER,, arba EC,, [ ERy).

Daigo pasirodymas — augalo diegamakstés arba séklaskiltés pasirodymas vir§ dirvozemio pavirsiaus.

Preparatas — apibréZtos sudéties komercinis produktas, kurio sudétyje yra veikliosios medzZiagos (aktyviosios
medziagos), taip pat vadinamas galutiniu preparatu (') arba jprastu galutinio naudojimo produktu (angl. typical end-
use product, TEP).

MaZiausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maZiausia bandomosios cheminés medZiagos koncent-
racija, kuriai esant pastebétas jos poveikis. Atlieckant § bandyma, LOEC atitinkanti koncentracija per nustatyta
veikimo laikotarpj padaro statistiskai reik§minga poveiki (p < 0,05), palyginti su kontroline grupe, ir yra didesné nei
NOEC verté.

Netiksliniai augalai — augalai, augantys uZ tiksliniy augaly ploto riby. Naudojant augaly apsaugos produktus,
netiksliniais augalais paprastai vadinami uzZ tais produktais apdorojamo ploto riby esantys augalai.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — didZiausia bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai
esant jokio poveikio nepastebéta. Atliekant §j bandyma, NOEC atitinkanti koncentracija per nustatytg veikimo
laikotarpj nepadaro statistiskai reiksmingo poveikio (p < 0,05), palyginti su kontroline grupe.

Fitotoksiskumas — neigiami jprastos augaly i$vaizdos ir augimo pakitimai (nustatomi atliekant matavimus ir
apZitrint augalus) dél atsako i konkrecios cheminés medziagos poveiki.

Kartotinis bandinys — kontrolinéje grupéje ir (arba) bandomojoje grupéje esantis reprezentatyvus bandymo
vienetas. Per $iuos tyrimus kartotinis bandinys yra indas, kuriame auginami augalai.

ISvaizdos vertinimas — pastebimos augalams padarytos Zalos vertinimas balais apZiarint sudygusius augalus, jy
gyvybingumg, deformacijas, chlorozg, nekrozg ir bendra i§vaizda, palyginti su kontroline grupe.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metodg tiriama cheminé medziaga arba misinys.

(") Galutinis preparatas — apibréztos sudéties komercinis produktas, kurio sudétyje yra veikliosios medziagos (aktyviosios medziagos).
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2 priedélis
Bandymams iki $iol naudoty augaly riisiy sarasas
Seima Rsis Bendriniai pavadinimai
DICOTYLEDONAE

Apiaceae (Umbelliferae)

Daucus carota

Paprastoji morka

Asteraceae (Compositae)

Helianthus annuus

Paprastoji saulégraza

Asteraceae (Compositae)

Lactuca sativa

Séjamoji salota

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Baltoji garstycia

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica campestris var. chinensis

Kininis kopiistas

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica napus

Séjamasis rapsas

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica oleracea var. capitata

Guzinis kopiistas

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica rapa

Ropé

Brassicaceae (Cruciferae)

Lepidium sativum

Séjamoji pipirné

Brassicaceae (Cruciferae)

Raphanus sativus

Valgomasis ridikas

Chenopodiaceae

Beta vulgaris

Paprastasis runkelis

Cucurbitaceae

Cucumis sativus

Paprastasis agurkas

Fabaceae (Leguminosae)

Glycine max (G. soja)

Gauruotoji soja

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus aureus

Spinduliné pupuolé

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Darziné pupelé, $paraginé pupelé

Fabaceae (Leguminosae)

Pisum sativum

Séjamasis Zirnis

Fabaceae (Leguminosae)

Trigonella foenum-graecum

Vaistiné oZragé

Fabaceae (Leguminosae)

Lotus corniculatus

Paprastasis garZdenis

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

Raudonasis dobilas

Fabaceae (Leguminosae)

Vicia sativa

Séjamasis vikis

Linaceae Linum usitatissimum Séjamasis linas
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Séjamasis grikis
Solanaceae Solanum lycopersicon Pomidoras
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Seima Raisis Bendriniai pavadinimai
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Valgomasis svogiinas
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Séjamoji aviza
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Paprastasis mieZis
Poaceae (Gramineae) Lolium perenne Daugiameté svidré
Poaceae (Gramineae) Oryza sativa Séjamasis ryZis
Poaceae (Gramineae) Secale cereale Séjamasis rugys
Poaceae (Gramineae) Sorghum bicolor Sorgas
Poaceae (Gramineae) Triticum aestivum Paprastasis kvietys
Poaceae (Gramineae) Zea mays Paprastasis kukuriizas




3 priedélis

Galimy naudoti nekultiriniy augaly rasiy sarasas

Toksiskumo augalams bandymams galimos naudoti rii§ys pagal EBPO

Pastaba. Tolesnéje lenteléje pateikiama informacija apie 52 nekultfriniy augaly rasis (skliausteliuose pateiktos kiekvienai risiai svarbios literatfiros nuorodos). Lenteléje pateikiami daigy

pasirodymo duomenys yra paimti i§ publikuotos literatairos ir skirti tik susipaZinti; reali padétis gali priklausyti nuo to, i kokio $altinio gautos séklos, ir nuo kity veiksniy.

SEIMA Botaninis riisies pa- Sf: dygirpui . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | 2708 AUBIMUL 1 geiimo gylis (pary) su- . < Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
L - L reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (') (mg) apévietimo (mm) (3) dygsta s¢klos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) . *
trukmé (3)
APIACEAE V arba Dv Auga zmo- | 1,7-1,9 (14, | S=T (14) 0 5 (50 %) | stratifikavimas Saltyje (7, PO (5)
Torilis ianénica gaus veiklos paliestose 19) (1, 19) (19) 14, 18, 19), séklas gali
- ). P o vietose, gyvatvorése, ga- ’ reikéti subrandinti (19),
(Builiné dygiine) nyklose (16, 19) tamsa stabdo dygima (1,
19), nereikia specialaus
paruosimo (5)
ASTERACEAE D 0,09-0,17 | S=T(14) 0 3 (50 %) | dygimas nepriklauso PO (4) A, DF 7
Bellis perennis Auga pievose, aria- (4 19) “4) (19) Egroeiﬁi;;svge;gcsi aﬁfg 1p9a) '
. . . muose laukuose, vejose 11 (100 %) - g
(Daugiameté sauluté) (16, 19) (18) ruosimo (4, 14)
Centaurea cyanus \Y% 4,1-4.9 (4, S =T (14) 0-3 (2, 4 14-21 nereikia specialaus pa- | PO (2, 4) A, DETF 7
(Rugiagéle) Auga laukuose, pake- 14) 14) (10&%) ruosimo (2, 4)
lése, atvirose augimvie- (14)
tése (16)
Centaurea nigra D 2,4-2,6 (14, | S=T (14 0 (19) 3(50 %) |seklas gali reikéti su-| PO (5, 22, A
(Juodoji bajore) Auga laukuose, pake- 19) (19) brandinti b d(l 8, d ,19)’ 26)
lése, atvirose augimvie- 4(97 %) tamsa  stabdo  dygimg
tése (16, 19) (18) (19), nereikia specialaus
paruosimo (5, 14, 26)
Inula helenium D 1-1,3 (4, 0 nereikia specialaus pa- PO (4) AF
(Didysis debesylas) Auga drégnose, Zmo- 14, 29) (4, 29) ruosimo (4)

gaus veiklos paliestose
vietose

(16)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygilpui . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Séklos mase | 2703 AUSIMUL | gaiig oylis ary) su- . w Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
yv jimo gy (pary) y tiekéj
U - S reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) Ab3vietimo (mm) (3) dygsta seklos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) t}r)ukmé o *
Leontodon hispidus D 0,85-1,2 S=T(14) 0 (19) 4 (50 %) |tamsa stabdo dygimg | PO (5, 22,
(Vienagraizé snaudalé) Auga laukuose, pake- (14, 19) (19) (17, 11 8 19), nerslkla 23)
lése, zmogaus veiklos 7 (80 %) spezla aus - paruosimo
paliestose vietose (16, (18) (5, 23)
19)
Rudbeckia hirta D, Dv Auga zmogaus 0,3 (4, 14) S=T(14) 0 <10 nereikia specialaus pa- | PO (4, 33) C,D,EF
(Plaukuotoji rudbekija) veiklos paliestose vie- 4, 33) (100 %) ruodimo
tose (33) (4, 14, 33)
(16)
Solidago canadensis D 0,06-0,08 | S=T(11) 0 14-21 sumaisyti su tokiu paciu PO (4) E F
(Kanadiné rykstené) Auga ganyklose, atvi- (4, 14) (4) (1) sn.qeho. kiekiu ir 24 ,Val‘
rose victose (16) mirkyti 500 ppm gibe-
relino (GA) tirpale (11),
nereikia specialaus pa-
ruosimo (4)
Xanthium pensylvanicum \% 25-61 (14, 0(1) tamsa gali stabdyti dy- | PRIES IR A
(Pensilvaninis dagisius) Auga laukuose, atvirose 29) 5(29) 8}1“1% (1), 131 Valj mlzr(l;ytx PO (31)
augimvietése (16) Siltame vandenyje (29)
Xanthium spinosum A% 200 (14) S=T(14) 10 skarifikavimas (14), ne- | PRIES IR A
(Dygliuotasis dagiius) Auga atvirose augimvie- S>T(6) (6) {,elkla 6spec1alaus paruo- PO (6)
tése (16) $imo (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) S=T(14) 10-20 (6, nereikia specialaus pa- | PRIES IR A
(Paprastasis dagisius) Auga laukuose, atvirose 21) ruosimo PC2) 8(6Y3 12)1’

augimvietése (16)

(6, 14, 21)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | " a}ka 1;g1mu1 S¢jimo gylis (pary) su- Special Simas (7 Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) ;e;v?ei?rsi) (mm) (3) dygsta seklos peciaius paruosimas bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) t}r)ukmé o *
BRASSICACEAE D 0,6 (14,19) | S=T (14) 0 (19) 5(50 %) |tamsa stabdo dygima | PO (5, 22) F
Cardamine pratensis Auga laukuose, pake- (19) (18, 19), nereikia specia-
(Pieviné karteng) lése, vejose (16, 19) 15 (98 %) 12a;S paruosimo &, 14
(18) )
CARYOPHYLLACEAE D 0,21 (14) | $=T(14) <14 séklas gali reikéti su-| PO (5, 15, F
: . : (100 %) brandinti (18), nereikia 22-26)
L%) chnis flos-cuculs (16) (14, 25) specialaus  paruo$imo
(Silkaziedé gaisrena) (5, 14, 15, 22-26)
CHENOPODIACEAE \ 0,7-1,5 (14, | S=T (14 0 2 (50 %) | apdorojimas priklauso | PRIES IR A 32
Chenopodium album Auga lauky pakras- 19, 34) (1, 19) (19) nuo sékly spalvos (19), | PO (28, 31,
o . . ’ per ramybés periodg 34)
(Baltoji balanda) Ciuose, zmogaus veiklos Klos laik ¢
) paliestose vietose (16, seklos falkomos  sausal
19) (19), tamsa stabdo dy-
gimg (1, 18, 19), strati-
fikavimas Saltyje (18),
nereikia specialaus ap-
dorojimo (14, 34)
CLUSIACEAE D 0,1-0,23 S=T 0 3 (19) tamsa stabdo dygimg (1, PO AEF
Hypericum perforatum Auga laukuose, aria- (14, 19) 14) (1, 19) 11 (90 %) 18,19) (5, 15, 25,
P S onasolé mose dirvose, atvirose (18) nereikia specialaus ap- 27)
(Paprastoji jonaZolé) augimvietése (16, 19) dorojimo (5, 14, 15, 25,
27)
CONVOLVULACEAE \% 28,2 S>T 10-20 4 (100 %) | dygimas  nepriklauso | PRIES IR A
Ipomoea hederacea Auga pakelése, atvirose (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) nuo apsvietos (1) PO
lapis sukuti augimvietése, javy lau- nereikia specialaus ap- | (6, 12, 21,
(Gebenlapis sukutis) kuose (16) dorojimo (6, 21) 28)
CYPERACEAE D 0,2 §=T 0 (1) 12 (91%) |tamsa stabdo dygimg | PRIES IR B 7
Cyperus rotundus Auga ariamose dirvose, (14) (14) 10-20 (6, (10) (1) PO
ganyklose, pakelése (16, 10) nereikia specialaus ap- | (6, 28, 31)

(Riesutiné viksvuolé)

30)

dorojimo (6, 10, 14)
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SEIMA Botaninis riisies pa- Sgl dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | 270 248U geiimo gylis (pary) su- . “ Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
U - S reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) Ab3vietimo (mm) (3) dygsta seklos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) t}r)ukmé o *
FABACEAE D 1-1,67 S=T(14) 1 (50 %) | skarifikavimas (14, 19) PO A D,EF
Lotus corniculatus Auga pievose, pakelése, (14, 19) (19) dygimas  nepriklauso | (5, 23, 25)
p tasi sdeni atvirose augimvietése nuo apsvietos (18, 19),
(Paprastass garzdenis) (16, 19) nereikia specialaus ap-
dorojimo (23, 25)
Senna obtusifolia \% 23-28 S=T(14) 10-20 séklas 24 val. mirkyti PO A
(Bukalapé velniapupé) Auga drégnuose mis- 9) S>T(9) (6, 9) vandenyje (9) (6, 9)
kuose(16) skarifikavimas (14), sé-
kly gyvybingumas pri-
klauso nuo spalvos (1),
nereikia specialaus ap-
dorojimo (6)
Sesbania exaltata \% 11-13 $>T(9) 10-20 séklas 24 val. mirkyti | PRIES IR A
(Agatpupé) Auga aliuviniuose dirvo- 9, 14) (9, 21) vandenyje (9) PO
Zemiuose (16) dygimas nepriklauso | (9, 21, 28,
nuo apsvietos (1), nerei- 31)
kia specialaus apdoro-
jimo (21)
Trifolium pratense D 1,4-1,7 S=T(14) 1 (50 %) | skarifikavimas (14, 18) PO A EF
(Raudonasis dobilas) Auga laukuose, pake- (14, 19) (19) seklas gali reikéti su- (5)
lése, ariamose dirvose brandinti (19), dygimas
(16, 19) nepriklauso nuo apsvie-
tos (1, 19), nereikia spe-
cialaus apdorojimo (5)
LAMIACEAE D 0,75-1,0 S=T(14) 0 nereikia specialaus ap- PO F
Leonurus cardiaca Atvirose vietose (16) (4, 14) (4) dorojimo (4)
(Paprastoji sukatzol¢) (4, 14)
Mentha spicata D 2,21 0 nereikia specialaus ap- PO F
(Saltmeéte) Auga drégnose vietose (4) (4) dorojimo (4)
(16) 4
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | 270 248U geiimo gylis (pary) su- . “ Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
U - S reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) s (mm) (3) dygsta seklos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) apsvietimo *)
trukmé ()
Nepeta cataria D 0,54 S=T(14) 0 nereikia specialaus ap- PO F
(Paprastoji katzolé) Auga Zmogaus veiklos (4, 14) (4) dorojimo (2,4)
paliestose vietose (16) (2, 4,14)
Prunella vulgaris D 0,58-1,2 S=T (14) 0 5(50 %) |tamsa stabdo dygimga PO A F
(Paprastoji juodgalvé) Auga ariamose dirvose, | (4, 14, 19) 4, 19) (19) (18,19) (4, 22)
pievose, Zmogaus veik- 7 (91 %) | didesnés séklos geriau
los paliestose vietose (18) sudygsta (1), nereikia
(16, 19) specialaus  apdorojimo
(4, 14, 22)
Stachys officinalis D 14-18 S=T(14) 7 (50 %) | nereikia specialaus ap- PO F
(Vaistiné notra) Auga pievose, lauky pa- (14, 19) (19) dorojimo (5, 22)
kras¢iuose (19) (5,14, 22)
MALVACEAE \Y 8,8 S=T(14) 10-20 4 (84 %) | skarifikavimas (14) PRIES IR AF
Abutilén theophrasti Auga laukuose, atvirose (14) (6, 10, 21) (10) nereikia specialaus ap- PO
(Pluostinis galenis) augimvietése (16) dorojimo (5, 10, 21) (6, 22,) 28,
31
Sida spinosa \Y% 3,8 S=T(14) 10-20 skarifikavimas (14) PRIES IR A F
(Dygioji sida) Auga laukuose, pakelése (14) (6, 21) dygimas nepriklauso PO
(16) nuo apsvietos (1), nerei- [ (6, 21, 28,
kia specialaus apdoro- 31)
jimo (6, 21)
PAPAVERACEAE A% 0,1-0,3 S=T(14) 0 4 (50 %) | stratifikavimas Saltyje ir PO A,D,EF,
Papaver rhoeas Auga laukuose, aria- (4, 14, 19, 4, 29) (19) s}l;arlflkavxmas (1, 19, 4) G
mose dirvose, Zmogaus 29) )

(Aguona birulé)

veiklos paliestose vie-
tose (16, 19)

nereikia specialaus ap-
dorojimo (4, 14, 29)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | 270 248U geiimo gylis (pary) su- . “ Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
U - S reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) Ab3vietimo (mm) (3) dygsta seklos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) t}r)ukmé o *
POACEAE Auga vejose, ganyklose 0,07 (14) $>T (10) 20 (10) 10 (62 %) | tamsa stabdo dygima (1, PO (10) A E
. . (16) (10) 17-19), nereikia specia-
Agrostis tenuis laus apdorojimo (10)
(Paprastoji smilga)
Alopecurus myosuroides \ 0,9-1,6 S=T(14) 2 <24 (30 %) | skarifikavimas (14), ap- | PRIES IR A 32
(Pelinis pasiausélis) Auga pievose, atvirose (29, 34) (29) (34) goNrgjémals 4 101 frl?g/L PO
augimvietése (16) _(14), stratifikavi- | 5g 34
mas Siltai (1), tamsa
stabdo dygima (1), ne-
reikia specialaus apdo-
rojimo (34)
Avena fatua Y 7-37,5 (14, | S=T(14) | 10-20 (6, 3(70 %) | skarifikavimas (7, 32),| PRIESIR A
(Tuscioji aviza) Auga dirbamoje Zeméje, 30) S>T(6) 10) (18) Ezllgnsa stabdo  dygima P(2)8(6’3 11)0’
atvirose augimvietése ’
(16) stratifikavimas Saltyje (1,
18), nereikia specialaus
apdorojimo (6, 10, 14)
Bromus tectorum \ 0,45-2,28 S=T(14) 3 (29) brandinimo periodas (1, | PRIES IR A
(Smiltyniné dirs¢) Auga laukuose, pake- (14, 29) ;5;)’(15;716;1 rsetﬁljigosii- PO (28, 31)
Ié . ; , -
ese ar1ar(ri(;s)e dirvose cialaus apdorojimo (14)
Cynosurus cristatus D 0,5-0,7 (14, | S=T(14) 0 (29) 3 (50 %) | dygimas nepriklauso PO (5) A
19, 29) (19) nuo apsvietos (19), ne-

(Paprastoji kietavarpé)

Auga laukuose, pake-
lése, atvirose augimvie-
tése (16, 19)

reikia specialaus apdo-
rojimo (14, 29)
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SEIMA Botaninis riisies pa- Sgl dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | 270 248U geiimo gylis (pary) su- . “ Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
U - S reikalinga . Specialus paruosimas (°)
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) Ab3vietimo (mm) (3) dygsta seklos bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) t}r)ukmé o *
Digitaria sanguinalis \Y 0,52-0,6 S=T(14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | skarifikavimas, stratifi- | PRIES IR A
(Raudonoji pirstuote) Auga laukuose, vejose, (14, 30) 14 (94 %) lsgv.lmas s{?llty]e iit bra;- PO af’ 25,
atvirose augimvietése (7) inimas (1, 7, 14, 32), 31)
(16) apdorojimas 101 mg/L
KNO3  (14), tamsa
stabdo dygimg (1), ne-
reikia specialaus apdo-
rojimo (21)
Echinochloa crusgalli \% 1,5 (14) S=T(14) 10-20 (7, skarifikavimas (7, 32),| PRIESIR A
P . 21) dygimas  nepriklauso | PO (3, 21,
P. t t 16 S>T(3
(Paprastoji rietmené) (16) G) nuo apsvietos (1), nerei- 28, 31)
kia specialaus apdoro-
jimo (3, 14, 21)
Elymus canadensis D 4-5 (14, S=T(11) 1 14-28 nereikia specialaus ap- PO (2) C,D,E
(Kanadinis elimas) Auga pakrantése, Zmo- 30) (11) (11) dorojimo
gaus veiklos paliestose (2, 11)
vietose (16)
Festuca pratensis D 1,53-2,2 S=T(14) 20 (10) 9 (74 %) | nereikia specialaus ap- PO (10) A 7
(Tikrasis eraiinas) Auga laukuose, drég- (16, 19) $>T(10) (10) dorojimo
nose vietose (16, 19) 2 (50 %) (10, 19)
(19)
Hordeum pusillum \Y% 3,28 (14) stratifikavimas $iltai (1), | PRIES (31) 7
(Zemasis mieZis) Auga ganyklose, pake- dyglma§ . nellarlklauso
lése, atvirose augimvie- nuo apsvietos (1)
tése (16)
Phleum pratense D 0,45 (14, S>T(10, 0-10 (10, 2(74%) |tamsa stabdo dygimg| PO (10) AE
(Pasarinis motiejukas) Auga ganyklose, aria- 19) 14) 19) (10) 519)’ dygimas “Fl?“k'
muose laukuose, Zmo- 8 (50 %) iuso nglg apSYli?tOS
gaus veiklos paliestose (19) (17), nereikia specialaus

vietose (16, 19)

apdorojimo (10, 14, 17,
19)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygilpui . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | " a}ka 1;g1mu1 S¢jimo gylis (pary) su- Special Simas (7 Toksiskumo | Sekly tiekéjai Kitos
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) retxainga (mm) (3) dygsta seklos peciaius paruosimas bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) apsvietimo *)
trukmé ()
POLYGONACEAE \Y 5-8 (4,14, | S=T (20) | 0-2 (4, 29) stratifikavimas 3altyje 4- | PRIES IR A 32
Polygonum convolvulus Auga atvirose augimvie- 29) 8 savaites (I, 2, 4, %0’ PO 1,2, 20,
tese, pakelése (16) 29), dygimas neprik- 28, 31
(Vijoklinis riigtis) P lauso nuo apsvietos (1)
Polygonum lapathifolium \Y% 1,8-2,5 $>T(6) 5(94 %) | dygimas  nepriklauso | PRIES IR AE
(Trumpamakstis ragtis) Auga drégnuose dirvo- (14) (18) nuo apsvietos (1), tamsa PO (6)
Semitose (L6) stabdo dygimg (18),
stratifikavimas  Saltyje
(1), nereikia specialaus
apdorojimo (5)
Polygonum pennsylvanicum v 3,6-7 (14, 2(29) stratifikavimas ~ Saltyje | PRIES (31) A E
(Pensilvaninis ragtis) Auga laukuose, atvirose 29) 4 savaites, e_santl 0-5 5 9C
augimvietése (16) temperattirai (1, : ).
tamsa stabdo dygimga
1
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 (14, | $>T (13) 0 (19) <14 (13) | skarifikavimas, stratifi- PO (13) A 32
(Démétasis rigtis) Auga zmogaus veiklos 19) 2 (50 %) k.awmas f;ltyjf’ apd(ir;)—
paliestose vietose, aria- (19) JsltI;laiisfikilfirilraesmu §a1(tngy
di 16, 1 ’
mose dirvose (16, 19) brandinimas  (17-19),
tamsa stabdo dygimg
(19), nereikia specialaus
apdorojimo (13)
Rumex crispus D 1,3-1,5(4, | S=T (14, 0 3 (50 %) |tamsa stabdo dygimg | PO (4, 33) A E 32
(Rauktalapé riigstyne) Auga ariamuose lau- 14,19) 33) (4, 19, 33) (19) 5(1,8,’ 19)’b sekile}s gah 1r§1-
kuose, pakelése, atvirose 6 (100 %) eti subrandinti (18),
vietose (16, 19) (33) nereikia specialaus ap-

dorojimo (4, 14, 33)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | " a}ka 1;g1mu1 S¢jimo gylis (pary) su- Special Simas (7 Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) retxainga (mm) (3) dygsta séklos peciaius paruosimas bandymas (%) () nuorodos (%)
e ap$vietimo Y 4
dinimas) trukmé (3 *
PRIMULACEAE \% 0,4-0,5(4, | S=T (14 1(50 %) | stratifikavimas  Saltyje, | PO (2, 4) AF
Anagallis arvensis kAuga ariamuose }au— 14,19) (19) :(i{)ci(iroilgnals 9 g}lg))er(eil;;lﬁ
w1 1 uose, atvirose ir Zmo- P
(Raudonziedis progailis) gaus.veiklos paliestose nmeli i 1;?1(1:}) esc‘i,:ljsz Sg_
vietose (16, 19) dorojimo (2, 4)
RANUNCULACEAE D 1,5-2 (14, S=T(14) 1 41-56 (19, | nereikia specialaus ap-| PO (5, 22, 32
Ranunculus acris Auga ariamuose lau- 19, 29) (29) 29) dorojimo 24-26)
o kuose, pakelése, atvirose (5, 14, 22, 24-26)
(Aitrusis védrynas) vietose (16, 19)
ROSACEAE D 0,8-1,5 (14, | S=T (14 0 (19) 5(50 %) |tamsa stabdo dygima | PO (5, 22, A
Geum urbanum Auga gyvatvoreése, drég- 19) (19) ﬂlg 19), stra.tlflkawm.as 25, 26)
nose vietose 16 (79 %) Siltai (1), nereikia specia-
(Geltonoji ziognage) (18) * | laus apdorojimo (5, 14,
(16, 19) 22, 25, 26)
RUBIACEAE s 7-9 (14, | §=T(14) 5 (50 %) | stratifikavimas Saltyje (1, | PRIES IR A 32
Galium aparine Auga ariamuose lau- 19) (19) ;fi’klahzz; nclllyogll;;);zsvieltls; PO (6, 28)
T kuose, drégnose ir Zmo- 6 (100 %)
Kibusis lipik. » dreg i
(Kibusis lipikas) gauslveiklos paliestose (18) ((il}fgg,irr};z,l)s‘gzrsék?;asl,);e?
vietose (16, 19) cialaus apdorojimo (6,
14)
Galium mollugo D 7 S=T(14) 2 nereikia specialaus ap- | PO (5, 22, A
(Paprastasis lipikas) Auga gyvatvorése, atvi- (29) (29) dorojimo 24, 26)
rose vietose (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | Dv, D Auga gyvatvorése, | 0,1-0,6 (4, | S=T (14) 0 6 (50 %) | tamsa stabdo dygimg (1, | PO (4, 22— D,G,F
P atvirose vietose (16, 19) 14, 19) 1 (19) 17-19), nereikia specia- 26)
Digitalis purpurea (4 19) $ (99 %) laus apdorojimo (4, 22~
(Paprastoji rusmen¢) 18) ° 26)
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SEIMA Botaninis riisies pa- SI;I dygi‘?“‘i . Per kiek laiko
vadinimas Gyvenimo trukmé ir Seklos mase | " a}ka 1;g1mu1 S¢jimo gylis (pary) su- Special Simas (7 Toksiskumo | Sékly tiekéjai Kitos
(lietuviskas bendrinis pava- augimvieté (1) (mg) retxainga (mm) (3) dygsta seklos peciaius paruosimas bandymas (%) () nuorodos (%)
dinimas) apsvietimo *)
trukmé ()
Veronica persica \Y 0,5-0,6 (14, | S=T(14) 0(19) 3(19) tamsa stabdo dygima | PRIES IR A 32
(Persiné veronika) Auga ariamuose lau- 19) 5 (96 %) ﬂl 18 ’ ,19)’ 1stégrat1f1kav1r}1k§s PO (28)
kuose, atvirose ir Zmo- (18) sa ty}el (18), dner.e.l 1
gaus veiklos paliestose ?{’Z)Cla aus  apdorojimo

vietose (16, 19)

S

R e e e

V — vienameciai, Dv — dvimeciai, D — daugiameciai augalai.
11,14 ir 33 literatiiros 3altiniuose nurodytas sékly dygimui reikalingas Sviesos (S) ir tamsos (T) santykis. 3, 6, 9, 10, 13 ir 20 literattiros 3altiniuose nurodytos auginimo $iltnamiuose salygos.
0 mm reiskia, kad séklos pasétos dirvozemio pavirsiuje arba kad sékloms sudygti reikia $viesos.
Nurodyti skaiciai reiSkia, per kiek dieny sudygo atitinkama procentiné sékly dalis, pagal nurodyta literatiiros Saltinj, pvz., per 3 dienas sudygo 50 % s¢kly (zr. 19 literatiros Saltinj).
Sékly brandinimo ir (arba) stratifikavimo trukmé ne visada nurodyta. Temperatiros salygos nenurodytos, i§skyrus atvejus, kai séklas reikia apdoroti Saltai, nes atliekant bandymus $iltnamiuose, galimybés

reguliuoti temperatiirg yra ribotos. Dauguma sékly sudygsta ir esant Siltnamiuose jprastam temperatiiry svyravimui.

6) Nurodyta, ar atitinkamos risies augalai per herbicidy toksiskumo augalams bandyma tirti PRIES pasirodant daigams, ar PO daigy pasirodymo vir§ dirvoZemio pavirsiaus.

(
(") Pateikta seklas tiekian¢iy prekybininky pavyzdziy.
(®) Nurodyti du papildomi literattiros altiniai, kuriais remtasi.
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Nurodyti sékly tiekéjai

Tiekéjo

nuoroda Informacija apie tiekéja

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

B Tropilab Inc.

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

www.tropilab.com

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

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

E Ernst Conservation Seeds

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

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

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

www.chiltemseeds.co.uk

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

Kai kuriy rasiy kultiiriniams augalams tinkamy auginimo sglygy pavyzdziai

Toliau aprasytos sglygos, kaip nustatyta, tinkamos deSimties rasiy kultdriniams augalams auginti; Siomis gairémis

galima remtis auginimo kamerose bandymams naudojant ir kai kuriy kity rasiy augalus:

anglies dioksido koncentracija: 350 + 50 ppm;

santykinis drégnis: 70 + 5 % $viesos periodais, 90 * 5 % tamsos periodais;

temperatfira: 25 + 3 °C dienomis, 20 + 3 °C naktimis;

ap$vietimo trukmé: 16 $viesos ir 8 tamsos valandos, kai vidutinis $viesos bangy ilgis 400-700 nm;

apsvietimas: 350 + 50 pE/m?[s skais¢io $viesa, matuojant augalinés dangos pavirsiuje.

Sios kultiiriniy augaly riigys yra:

pomidoras (Solanum lycopersicon);

paprastasis agurkas (Cucumis sativus);

sé¢jamoji salota (Lactuca sativa);

gauruotoji soja (Glycine max);

glizinis koptstas (Brassica oleracea var. capitata);
paprastoji morka (Daucus carota);

séjamoji aviza (Avena sativa);

daugiameté svidré (Lolium perenne);
paprastasis kukuriizas (Zea mays);

valgomasis svogiinas (Allium cepa).
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C.32. ENCHITREJU REPRODUKCIJOS BANDYMAS
[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 220 (2004). Jis skirtas cheminiy medZiagy
poveikiui kirméliy enchitréjy Enchytraeus albidus (Henle, 1873) reprodukcijos naSumui dirvoZemyje vertinti. Jis
daugiausia pagristas Vokietijos aplinkos apsaugos agentfiros Umweltbundesamt sukurtu metodu (1), kuriam
patikrinti atliktas tarplaboratorinis bandymas (2). Svarstomos galimybés cheminiy medziagy toksiskuma
Enchytraeidae Seimos kirméléms ir sliekams tikrinti ir kitais metodais (3), (4), (5), (6), (7), (8).

[ZANGINES PASTABOS

2. Dirvozemyje gyvenancios Enchytraeus genties Zieduotosios kirmélés yra ekotoksikologiniams bandymams
ekologiskai svarbios rai§ys. Nors enchitréjai daznai aptinkami tuose paciuose dirvoZemiuose, kuriuose gyvena
sliekai, jy taip pat daznai gausu ir tokiy rasiy dirvozemyje, kuriame slieky néra. Enchitréjus galima naudoti tiek
bandymams laboratorijoje, tick bandymams pusiau lauko arba lauko sglygomis. Daugelio Enchytraeus rtsiy
kirméles praktiskai nesunku priziaréti ir veisti, o jy generacijos laikas kur kas trumpesnis negu slieky. Todél
reprodukcijos bandymas naudojant enchitréjus trunka tik 4-6 savaites, o naudojant sliekus (Eisenia fetida) — 8
savaites.

3.  Svarbiausia informacija apie sausumos enchitréjy ekologija ir ekotoksikologija pateikta literatiiroje (9), (10),
(11), (12).

BANDYMO PRINCIPAS

4. Suauge enchitréjai patiria jvairiy bandomosios cheminés medZiagos, kurios jmai$yta j dirbtinj dirvoZemi,
koncentracijy poveiki. Galima skirti du $io bandymo etapus: a) intervalo nustatymo bandyma, atliekama tada,
kai triksta informacijos — tokiu atveju po dviejy bandomosios medZziagos poveikio savai¢iy pagrindiné
vertinamoji baigtis yra organizmy gaiStamumas; ir b) nustatomaji reprodukcijos bandyma, per kurj vertinamas
bendras vieno motininio gyviino atsivesty jaunikliy skaicius ir motininiy gyviiny i§gyvenamumas. Nustatomasis
bandymas trunka SeSias savaites. Po pirmyjy trijy savaiCiy suaugusios kirmélés iSimamos ir aprafomi jy
sandaros (morfologiniai) pakitimai. Dar po trijy savai¢iy suskai¢iuojami i§ suaugusiy kirméliy padéty kokony
i$sirite palikuonys. Bandomosios cheminés medziagos paveikty gyviiny reprodukcijos naumas palyginamas su
kontrolinés grupés arba grupiy gyviiny reprodukcijos nasumu siekiant nustatyti: i) nepastebéto poveikio
koncentracijg (NOEC) ir (arba) ii) EC, (pvz., EC,,, EC,,), pagal regresijos modelj vertinant koncentracija, kuriai
esant reprodukcijos nagumas sumazéty x %. EC, (pvz., EC,,, EC,) verté turéty patekti | bandymui pasirinkty
koncentracijos verciy intervalg, kad EC, biity galima nustatyti interpoliacijos, o ne ekstrapoliacijos badu.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

5. Pageidautina Zinoti bandomosios cheminés medziagos tirpuma vandenyje, log K , dirvoZemio ir vandens
pasiskirstymo koeficientg (Zr. Sio priedo C.18 arba C.19 skyriy) ir gary slégj. Patartina turéti papildomos
informacijos apie bandomosios cheminés medziagos islickamumg dirvozemyje, kaip antai jos fotolizés ir
hidrolizés lygius.

6. Si bandymo metodg galima taikyti vandenyje tirpioms arba netirpioms cheminéms medziagoms, taciau nuo
tirpumo vandenyje priklauso bandomosios cheminés medziagos naudojimo biidas. Sis bandymo metodas
netinka lakiosioms cheminéms medziagoms, pvz., tokioms, kuriy Henrio désnio konstanta arba oro ir vandens
pasiskirstymo koeficientas virsija vieneta, arba cheminéms medziagoms, kuriy gary slégis 25 °C temperatiiroje
virsija 0,0133 Pa.

BANDYMO TINKAMUMAS

7. Bandymas pripaZzistamas tinkamu, jeigu kontrolinés grupés bandiniai atitinka $iuos veiksmingumo kriterijus:

— suaugusiy gyviny gaiStamumas, nustatytas baigus intervalo nustatymo bandyma ir po pirmy trijy
reprodukcijos bandymo savaiciy, neturéty viryti 20 %;

— jeigu, pradedant bandymg, | kiekvieng inda jleista po 10 suaugusiy kirméliy, bandymo pabaigoje
kiekviename inde turéty bati vidutiniskai bent 25 jaunikliai;

— vidutinio jaunikliy skai¢iaus variacijos koeficientas reprodukcijos bandymo pabaigoje neturéty viryti 50 %.
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Jeigu bandymas neatitinka Siy tinkamumo kriterijy, ji reikéty nutraukti, nebent jmanoma pagristai jrodyti,
kodél verta jj testi. S pagrindimg reikéty pateikti bandymo ataskaitoje.

ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

8.  Bandymai su etalonine chemine medZiaga turéty bati atliekami reguliariais intervalais arba galbat per kiekviena
bandyma, siekiant jsitikinti, kad bandomyjy organizmy atsakas laikui bégant reik§mingai nesikei¢ia. Tinkama
etaloniné cheminé medziaga yra karbendazimas, kurio poveikis enchitréjy i$gyvenimui ir reprodukcijai jrodytas
(13), (14); galima naudoti ir kitas chemines medziagas, kuriy toksiskumo duomenys yra gerai Zinomi. Per
tarplaboratorinj bandyma naudotas karbendazimo preparatas (prekés pavadinimas — Derosal™), kurj tiekia
Frankfurte (Vokietija) isikfirusi imoné ,AgrEvo” ir kuriame yra 360 g/l (32,18 %) veikliosios medZziagos (2). Per
tarplaboratorinj bandyma nustatyta Sios medziagos poveikio reprodukcijai ECy, verté yra 1,2 £ 0,8 mg
veikliosios medziagos vienam sausosios medziagos masés kilogramui (2). Jei per bandymy serija naudojamas
teigiamas toksiskumo etalonas, pasirenkama viena koncentracija, o kartotiniy bandiniy turéty bati tiek pat, kiek
ir kontrolinése grupése. Kaip etaloning medziaga pasirinkus karbendazima, patartina bandymui naudoti 1,2 mg
veikliosios medziagos vienam sausosios medZiagos masés kilogramui (kai bandymas atliekamas su skystu
preparatu).
BANDYMO APRASYMAS
Iranga

9. Bandymui naudojami indai turéty buti pagaminti i§ stiklo ar kitos chemiSkai inertinés medziagos. Tinka
stiklainiai (pvz., 0,20-0,25 1 tario ir = 6 cm skersmens). Indy dangciai turéty bati perregimi (pvz., i§ stiklo ar
polietileno) ir tokie, kad per juos kuo maziau garuoty vanduo, taciau vykty pakankama dujy apykaita tarp
dirvozemio ir atmosferos oro. Dang¢iai turéty biti skaidras ir praleisti $viesa.

10. Bandymui reikalinga jprasta laboratoriné jranga, visy pirma:
— dziovinimo spinta;
— stereomikroskopas;
— pH matuoklis ir fotometras;
— tinkamos tikslios svarstyklés;
— tinkama temperatiiros kontrolés jranga;
— tinkama drégmés kontrolés jranga (nebitinai, jeigu bandomosios medziagos poveikis tiriamas induose su

dangdiais);

— inkubatorius arba maza patalpa su oro kondicionieriumi;
— pincetai, vaseliai arba instrumentai su kilpelémis gale;
— fotografijy ryskinimo vonelé.
Dirbtinio dirvoZemio paruosimas

11. Siam bandymui naudojamas dirbtinis dirvozemis (5), (7), kurio sudétis yra tokia (nurodyta sausosios

medziagos, i§dZiovintos iki pastovios masés 105 °C temperatiiroje, mase):
— 10 % kiminy durpiy, ore iSdziovinty ir smulkiai sumalty (tinkamas daleliy dydis yra 2 + 1 mm); pries
naudojant bandymui dirvozemj, j kurj déta durpiy i§ naujo paketo, patartina jsitikinti, kad jis tinka

kirméléms auginti;

— 20 % kaolino molio (patartina, kad kaolinito jame biity daugiau kaip 30 %);
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— apie 0,3-1,0 % kalcio karbonato (analiziskai gryny CaCO, milteliy), kad biity gautas 6,0 = 0,5 pH; dedamo
kalcio karbonato kiekis gali daugiausia priklausyti nuo durpiy kokybes ir (arba) riisies;

— apie 70 % ore iSdziovinto kvarcinio smélio (priklausomai nuo reikiamo CaCO, kiekio), daugiausia
smulkaus, kad daugiau kaip 50 % daleliy jame baty 50-200 pm dydzio.

Prie$ naudojant dirvoZzemj nustatomajam bandymui, patartina jsitikinti, kad dirbtinis dirvoZemis yra tinkamas
kirméléms auginti ir atitinka bandymo tinkamumo kriterijus. Ypa¢ patartina isitikinti, kad bandymo eiga
nebiity sutrikdyta sumazinus organinés anglies kiekj dirbtiniame dirvozemyje, pvz., iki 4-5 % sumaZinus
durpiy kiekj ir atitinkamai padidinus smélio kiekj. Taip mazinant organinés anglies kiekj, galima sumazinti
tikimybe, kad bandomoji cheminé medziaga isigers | dirvozemj (dél jame esancios organinés anglies), ir
padidinti kirméléms prieinama bandomosios cheminés medziagos kiekj. Irodyta, kad Enchytraeus albidus gali
atitikti reprodukcijai tatkomus bandymo tinkamumo kriterijus, bandymui naudojant i§ lauko paimta dirvozemj
su maZesniu, negu nurodyta, organinés anglies kiekiu, pvz., 2,7 % (15), taip pat yra (nors ir ribotos) patirties,
kad tai jmanoma pasiekti ir naudojant dirbtinj dirvozemj su 5 % durpiy.

Pastaba. Naudojant natairaly dirvozemj papildomiems (pvz., aukstesnés pakopos) bandymams, taip pat reikéty
jrodyti tokio dirvozemio tinkamumg ir atitiktj bandymo tinkamumo kriterijams.

12. Sausos dirvoZemio sudedamosios dalys kruopsciai sumaiSomos (pvz., dideliame laboratoriniame maiSytuve).
Reikéty tai padaryti likus bent savaitei iki bandymo pradzios. Sumaisytg dirvozemj reikéty palaikyti dvi dienas,
kad nusistovéty (stabilizuotysi) riig§tingumas; tinkamai pH vertei nustatyti naudojamas dirvoZemio ir 1 M kalio
chlorido (KCI) arba 0,01 M kalcio chlorido (CaCl,) tirpalas (santykiu 1:5), Zr. (16) ir 3 priedélj. Jeigu dirvoZzemio
rigStumas virija tinkamg intervalg (Zr. 11 skirsnj), ji galima pakoreguoti jdedant reikiama CaCO, kieki. Jeigu
dirvozemis yra pernelyg kalkingas, jj galima pataisyti jdedant daugiau 11 skirsnyje nurodyto misinio, taciau
nededant CaCO,.

13. Dirbtinio dirvoZemio didZiausias vandens jmirkis nustatomas pagal 2 priedélyje apraSytas procedaras. Iki
bandymo pradzios likus vienai ar dviem dienoms, sausas dirbtinis dirvozemis i§ pradziy sudrékinamas jpilant
pakankamai dejonizuoto vandens, kad jame biity mazdaug pusé galutinio vandens kiekio (40-60 % didziausio
vandens jmirkio). Taip i§ anksto sudrékintas dirvoZemis pradedant bandymg isskirstomas | tiek daliy, kiek
koncentracijy pasirinkta (jskaitant, kai tinka, etaloning chemin¢ medziaga) ir kiek kontroliniy bandiniy
naudojama bandymui. DirvoZemio drégnis patikslinamas iki 40-60 % didZiausio vandens jmirkio, jpilant
bandomosios cheminés medziagos tirpalo ir (arba) papildomai jpilant distiliuoto ar dejonizuoto vandens
(zr. 19-21 skirsnius). Drégnis nustatomas pradedant ir baigiant bandyma (i§dZiovinant dirvoZemj iki pastovios
masés 105 °C temperatiiroje) ir turéty bati optimalus, kad jame iSgyventy kirmélés. Dirvozemio drégnj galima
apytikriai nustatyti nestipriai suspaudus saujoje Siek tiek dirvoZemio — jei drégnis yra tinkamas, tarp pirsty
turéty pasirodyti smulkiy vandens laseliy.

Bandomyjy gyviiny atranka ir paruoSimas

14. Bandymams rekomenduojama naudoti riiSis yra Enchytraeus albidus (Henle, 1837) — baltasis enchitréjas, priklau-
santis Enchytraeidae $eimai (Oligochaeta biirys, Annelida tipas). E. albidus rusies enchitréjai yra vieni stambiausiy —
yra radytiniy duomeny apie iki 35 mm ilgio uZaugancius egzempliorius (17), (18). E. albidus yra paplite visame
pasaulyje, gyvena jiry, gélo vandens ir sausumos buveinése, daugiausia piivanciose organinése medZiagose
(jiry dumbliuose, komposte), taip pat (retai) pievose (9). Sios kirmélés pakencia labai jvairias ekologines salygas
ir i$ tam tikry jy sandaros (morfologiniy) pakitimy galima spresti, kad esama keliy Sios rusies porasiy.

15. E. albidus kirmélémis prekiaujama rinkoje kaip Zuvy pasaru. Reikéty patikrinti, ar jy kultGra néra uzkrésta kity,
paprastai smulkesniy, risiy organizmais (1), (19). Aptikus uzkraty, visas kirméles reikéty nuplauti vandeniu
Petri leksteléje. Tada (naudojant stereomikroskopa) reikéty isrinkti didelius suaugusius E. albidus individus, kurie
bus naudojami naujai kultfirai pradéti, o visas likusias kirmeéles pasalinti. E. albidus galima lengvai veisti
naudojant labai jvairias organines medZiagas (zr. 4 priedéli). E. albidus gyvenimo ciklas yra trumpas, nes Sios
kirmeélés subresta per laiko tarpg nuo 33 dieny (18 °C temperatiiroje) iki 74 dieny (12 °C temperatiiroje) (1).
Bandymui naudojamos tik tokios kultdiros, kurios be jokiy problemy laikytos laboratorijoje bent 5 savaites
(vieng generacijos ciklg).



L 54/104 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1

16. Tinka ir kitos Enchytraeus genties rasys, pvz., E. buchholzi (Vejdovsky, 1879) arba E. crypticus (Westheide ir
Graefe, 1992) (zr. 5 priedélj). Jeigu naudojamos kitos Enchytraeus rasys, batina aiSkiai jas identifikuoti ir
ataskaitoje nurodyti jy pasirinkimo prieZasti.

17. Bandymams naudojamos suaugusios kirmeélés. Jy kliteliumo vietoje turéty bati kiausinéliy (balty tasky) ir jos
visos turéty bati mazdaug vienodo dydzio (apie 1 cm ilgio). Jy veisimo kultiros sinchronizuoti nebatina.

18. Jeigu enchitréjai néra auginami tos pacios risies dirvoZemyje ir tokiomis paciomis (be kita ko, $érimo)
salygomis, kokiomis jie bus naudojami galutiniam bandymui, juos bitina aklimatizuoti bent 24 valandas, o
ilgiausiai iki trijy dieny. I§ pradziy reikéty aklimatizuoti daugiau suaugusiy kirméliy, negu reikia bandymui
atlikti, kad biity galima pasalinti pazeistus ar dél kity priezas¢iy bandymui netinkamus individus. Po aklimati-
zacijos periodo bandymui atrenkamos tik tos kirmélés, kurios turi kiausinéliy ir elgiasi jprastai (pvz., nebando
i8ljsti i§ dirvozemio). Kirmélés atsargiai i§imamos naudojant juvelyrinj pinceta, vaelj arba instrumentg su
kilpelémis gale ir jdedamos j Petri lékstele, kurioje yra jpilta truputj gélo vandens. Geriausia naudoti
regeneruota gélg vandenj, kaip pasiiilyta Sio priedo C.20 skyriuje (Daphnia magna reprodukcijos bandymas), nes
kirméléms gali pakenkti dejonizuotas, demineralizuotas ar vandentiekio vanduo. Kirmélés patikrinamos
apzirint per stereomikroskopg, neturincios kiausinéliy pasalinamos. Kruops¢iai i$imamos ir pasalinamos bet
kokios erkés ar kolembolos, kuriomis gali bati uzkréstos auginamos kultiiros. Sveikos kirmeélés, kurios nebus
naudojamos bandymui, grazinamos | prading kultiira.

Bandymui pasirinkty koncentracijy terpiy ruosimas
Vandenyje tirpi bandomoji cheminé medziaga

19. Bandomosios cheminés medziagos tirpalo dejonizuotame vandenyje paruoiama tiek, kad jo pakakty visiems
vienos bandymui pasirinktos koncentracijos kartotiniams bandiniams. Patartina naudoti tinkamg vandens kiekj
reikiamam drégniui, t. y. 40-60 % didZiausio vandens jmirkio, pasiekti (Zr. 13 skirsni). Kiekvienas bandomosios
cheminés medziagos tirpalas prie§ dedant | bandymo inda gerai sumaiSomas su viena i§ anksto sudrékinto
dirvozemio porcija.

Vandenyje netirpi bandomoji cheminé medZiaga

20. Bandomgsias chemines medZiagas, kurios yra netirpios vandenyje, taciau tirpios organiniuose tirpikliuose,
galima istirpinti minimaliame tinkamo nesiklio (pvz., acetono) kiekyje. Reikéty naudoti tik lakiuosius tirpiklius.
Nesiklis uzpurskiamas ant nedidelio smulkaus kvarcinio smélio kiekio, pvz., 2,5 g, arba su juo sumaiSomas,
tada pasalinamas bent vieng valandg garinant po traukos gaubtu. Taip gautas kvarcinio smélio ir bandomosios
cheminés medziagos misinys jberiamas i i§ anksto sudrékintg dirvozemj ir kruop$¢iai su juo sumai§omas jpylus
reikiama dejonizuoto vandens kieki, kad dirvoZzemio drégnis bity tinkamas. Gautas misinys sudedamas |
bandymo indus.

21. Kai cheminés medzZiagos yra mazai tirpios vandenyje ir organiniuose tirpikliuose, kiekvienam bandymo indui
imama po 2,5 g smulkiai sumalto kvarcinio smélio, kuris sumaiSomas su tinkamu bandomosios cheminés
medZiagos kiekiu, kad biity gauta bandymui reikiama jos koncentracija. Sis kvarcinio smélio ir bandomosios
cheminés medziagos misinys jberiamas j i§ anksto sudrékintg dirvoZemj ir kruop3¢iai su juo sumai§omas jpylus
reikiama dejonizuoto vandens kiekj, kad dirvozemio drégnis biity tinkamas. Gautas miSinys isskirstomas |
bandymo indus. Ta pati procediira kartojama ruoSiant kiekvienos koncentracijos bandinius, taip pat
paruosiama tinkama kontroliniy bandiniy grupé.

22. Bandomyjy cheminiy medZiagy koncentracijos paprastai neturéty virSyti 1 000 mg vienam sausosios
dirvozemio medziagos masés kilogramui, taciau konkretaus bandymo tikslais gali reikéti rinktis ir didesnes
koncentracijos vertes.

BANDYMU EIGA
Bandomosios ir kontrolinés grupés

23. 1 kiekvienos bandomosios koncentracijos indus dedamas bandymui paruosto dirvozemio kiekis, atitinkantis
20 g sausosios medziagos masés (Zr. 19-21 skirsnius). Taip pat paruosiami kontroliniai bandiniai be
bandomosios cheminés medziagos. | kiekvieng indg ijdedama pasaro 29 skirsnyje apraSyta tvarka. Tada i
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kiekvieng bandymo inda jdedama po desimt atsitiktine tvarka atrinkty kirmeéliy. Kirmélés atsargiai perkeliamos
i kiekvieng bandymo indg ir padedamos dirvoZemio pavirSiuje naudojant, pvz., juvelyrinj pinceta, vaselj arba
instrumentg su kilpelémis gale. Kartotiniy kiekvienos bandymo koncentracijos ir kontrolinés grupés bandiniy
kiekis priklauso nuo pasirinkto bandymo plano (Zr. 34 skirsnj). Bandymo indai atsitiktine tvarka sustatomi j
bandymui skirtg inkubatoriy ir kas savaite, taip pat atsitiktine tvarka, sukei¢iami vietomis.

24. Jeigu bandomoji cheminé medziaga dedama j bandinius naudojant nesiklj, kartu su bandymo indy serija
reikéty paruosti vieng kontroliniy bandiniy serijg su kvarciniu sméliu, kuris biity apipurkstas tirpikliu arba su
juo sumaisytas. Naudojamo tirpiklio arba dispergento koncentracija turéty bati tokia pati, kaip ir bandymo
induose, | kuriuos déta bandomosios cheminés medziagos. Kontroliniy bandiniy, i kuriuos papildomai dedama
kvarcinio smélio (po 2,5 g | kiekvieng inda), serija reikéty paruosti tais atvejais, kai bandomosios cheminés
medziagos turi biiti naudojamos 21 skirsnyje aprasyta tvarka.

Bandymo sglygos

25. Bandymas atliekamas 20 = 2 °C temperatiiroje. Kad kirmélés nebandyty issliauzti i§ dirvozemio, atliekant
bandymg reguliuojamas $viesos ir tamsos ciklas (geriausia, kad baty 16 val. Sviesos ir & val. tamsos) ir
palaikomas bandymo indy apsvietimas 400-800 Ix $viesa.

26. Siekiant patikrinti dirvoZzemio drégnj, indai pasveriami bandymo pradzioje ir véliau sveriami karta per savaite.
Trikstama masé papildoma jpilant reikiamg dejonizuoto vandens kiekj. Pazymétina, kad vandens netekimg
galima sulétinti palaikant didelj oro drégnj (> 80 %) bandymo inkubatoriuje.

27. Drégnj ir pH reikéty iSmatuoti pradedant ir baigiant tiek intervalo nustatymo bandyma, tiek nustatomajj
bandyma. Matavimus reikéty atlikti kontroliniuose ir apdorotuose bandomaja medziaga (visy koncentracijy)
dirvoZzemio éminiuose, paruostuose ir priziGirimuose taip pat, kaip ir bandomyjy kultiiry indai, tik be kirméliy.
[ Siuos dirvozemio éminius paSaro reikéty déti tik bandymo pradzioje, siekiant paskatinti mikroorganizmy
aktyvuma. PaSaro turéty biati dedama tiek pat, kiek jo reikia bandomyjy kultiry kirméléms Serti, taciau per
bandyma papildomo pasaro j Siuos indus déti nereikia.

Sérimas

28. Galima naudoti enchitréjy populiacijai palaikyti tinkamg paSarg. Nustatyta, kad pasarui tinka aviziniai dribsniai;
pries naudojant patartina juos apdoroti autoklave, kad biity i§vengta uzkrétimo mikroorganizmais (taip pat
galima juos pakaitinti).

29. Pasaro dedant pirmg kartg, 50 mg sumalty aviZiniy dribsniy sumai§oma su dirvozemiu kiekviename inde, prie$
ileidziant kirméles. Véliau pasaro papildomai dedama kas savaite iki 21 bandymo dienos. 28 bandymo dieng
pasaro nededama, nes tuo metu reikia i§imti suaugusius individus, o jaunikléms kirméléms papildomo pasaro
véliau reikia gana nedaug. Seriant kirméles bandymo metu, po 25 mg sumalty aviziniy dribsniy jdedama i
kiekvieng indg ir atsargiai paberiama dirvoZemio pavirsiuje, stengiantis nesuzeisti kirméliy. Kad maZziau augty
grybeliai, aviZinius dribsnius reikéty jmaiSyti i dirvoZemi, ant jy uzberiant nedidelj dirvoZemio kiekj. Jei licka
nesuvartoto pasaro, jo davinj reikéty sumazinti.

Intervalo nustatymo bandymo planas

30. Kai reikia, atlickamas intervalo nustatymo bandymas pasirinkus, pvz., penkias bandomosios cheminés
medziagos koncentracijas — 0,1, 1,0, 10, 100 ir 1 000 mg vienam sausosios dirvoZemio medZiagos masés
kilogramui. Kiekvienoje bandomojoje ir kontrolinéje grupéje pakanka paruosti po viena kartotinj bandinj.

31. Intervalo nustatymo bandymas trunka dvi savaites. Baigiant bandymg jvertinamas kirméliy gaiStamumas.
Kirmélé registruojama kaip negyva, jeigu nereaguoja i mechaninj dirgiklj priekinéje kino dalyje. Sprendziant,
koks turéty bati nustatomojo bandymo koncentracijos verciy intervalas, gali baiti naudinga remtis ir papildoma
informacija apie gai§tamumg. Todél taip pat reikéty apradyti suaugusiy kirméliy elgsenos poky¢ius (pvz., jeigu
kirmélés nesugeba isirausti | dirvoZemj arba nejudédamos guli prisisliejusios prie stiklinés bandymo indo
sienos), morfologinius poky¢ius (pvz., ar néra atviry Zaizdy) ir ar yra jaunikliy. Jaunikliy buvimg galima
nustatyti taikant 6 priedélyje apraSyta dazymo metoda.
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32. LC,, galima apytikriai nustatyti apskai¢iuojant gaiStamumo duomeny geometrinj vidurkj. Parenkant koncent-
racijos verciy intervalg nustatomajam bandymui, poveikis reprodukcijai laikomas iki 10 karty maZesniu negu
LC,, Tafiau tai empirinis santykis, kuris kiekvienu konkre¢iu atveju gali bati skirtingas. Per intervalo
nustatymo bandymg uZrasytos papildomos pastabos, kaip antai dél jaunikliy buvimo, gali padéti patikslinti
bandomosios cheminés medziagos koncentracijy intervalg, kuris bus naudojamas per nustatomajj bandyma.

33. Siekiant tiksliai nustatyti LC,, rekomenduojama atlickant bandyma naudoti bent po keturis kiekvienos
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos kartotinius bandinius ir parinkti tinkamg koncentracijy
skaiciy, kad bhty gauti maziausiai keturi statistikai pakankamai skirtingi vidutiniai atsakai i ty koncentracijy
poveiki. Kai tinka, tiek pat koncentracijos ver¢iy ir kartotiniy bandiniy naudojama kontrolinése grupése.

Nustatomojo reprodukcijos bandymo planas

34. Remiantis rekomendacijomis, pateiktomis atlikus tarplaboratorinj bandyma, sitilomi trys bandymo planai (2):

— nustatant NOEC, reikéty bandymui rinktis bent penkias koncentracijos vertes, idéstytas geometrine
progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos
kartotinius bandinius ir dar aStuonis kontrolinius bandinius. Koncentracijos vertés turéty skirtis pastoviu
santykiu, nevirijanciu 1,8;

— nustatant EC, (pvz., EC,,, EC,,), reikéty bandymui rinktis maZziausiai penkias koncentracijas ir EC_ turéty
patekti j ty koncentracijy intervala, kad EC_ verte bty galima nustatyti interpoliacijos, o ne ekstrapoliacijos
biadu. Rekomenduojama paruosti bent po keturis kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos
kartotinius bandinius ir keturis kontrolinius kartotinius bandinius. Koncentracijos gali skirtis jvairiu
santykiu, kuris, pvz., gali bliti maZesnis ar lygus 1,8 tikétino poveikio intervale arba virsyti 1,8, esant
didesnéms arba mazesnéms koncentracijoms;

— NOEC ir EC, galima kartu nustatyti pagal kombinuotg metodg. Pagal ji turéty biti aStuonios bandomosios
medZziagos koncentracijos, i$déstytos geometrine progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis
kiekvienos koncentracijos kartotinius bandinius, taip pat astuonis kontrolinius bandinius. Pasirinktos
koncentracijos vertés turéty skirtis pastoviu santykiu, nevirsijanciu 1,8.

35. Kiekviename bandymo inde turéty bati desimt suaugusiy kirméliy (Zr. 23 skirsnj). | bandymo indus dedama
pasaro pradedant bandymg ir véliau kartg per savaite (Zr. 29 skirsni) iki 21 bandymo dienos imtinai. 21 dieng
dirvozemio éminiai kruops¢iai apieskomi rankomis, gyvos suaugusios kirmélés apzitirimos ir suskai¢iuojamos,
apraSomi jy elgsenos poky¢iai (pvz., kirmélés nejstengia jsirausti i dirvozemj ar nejudédamos guli prisisliejusios
prie stiklinés bandymo indo sienos) ir morfologiniai poky¢iai (pvz., ar yra atviry Zaizdy). Tada visos suaugusios
kirmélés i§imamos i§ bandymo indy ir bandymui naudoto dirvozemio. Bandymui naudotas dirvoZemis su
visais kirméliy padétais kokonais dar tris savaites inkubuojamas tomis paciomis bandymo salygomis, taciau
pasaro dedama tik 35 bandymo dieng (t. y. | kiekvieng indg jdedama po 25 mg malty aviZiniy dribsniy).

36. Po $esiy savaiciy suskaiCiuojamos i§ kiausinéliy naujai iSsiritusios kirmélés. Rekomenduojama rinktis dazymo
Bengalijos roziniu (zr. 6 priedélj) dazikliu pagrista metoda, nors jrodyta, kad tinka ir kiti surinkimo $lapiuoju
bidu (bet nekaitinant) ir flotacijos (i$plukdymo) metodai (4), (10), (11), (20). Dazymo Bengalijos roziniu
dazikliu metodg patartina rinktis todél, kad kirméliy surinkima i§ dirvoZemio substrato $lapiuoju bidu gali
apsunkinti drumstumas dél suspenduoty molio daleliy.

Riby nustatymo bandymas

37. Jeigu per intervalo nustatymo bandymg nenustatoma jokio bandomosios medziagos poveikio esant didZiausiai
jos koncentracijai (t. y. 1 000 mg/kg), reprodukcijos bandyma galima atlikti kaip ribinj (riby nustatymo
bandyma, naudojant 1 000 mg/kg koncentracijg, siekiant jrodyti, kad poveikio reprodukcijai NOEC virsija $ia
verte.
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38.

Bandymo santrauka ir tvarkarastis

Bandymo etapus galima apibendrinti taip:

Laikas

Intervalo nustatymo bandymas

Nustatomasis bandymas

Likus 7 ar daugiau dieny
iki bandymo

— Paruoskite dirbtinj dirvozemj (su-
maiykite sausas sudedamasias dalis)

Paruoskite dirbtinj dirvoZzemj (sumai-
Sykite sausas sudedamgsias dalis)

Likus 5 dienoms iki ban-
dymo

— Patikrinkite dirbtinio dirvoZemio

pH
— IBmatuokite didZiausig dirvozemio
vandens jmirkj

Patikrinkite dirbtinio dirvoZemio pH

[$matuokite didZiausig dirvoZzemio
vandens jmirkj

Likus 5-3 dienoms iki
bandymo

— Atrinkite kirmeéles aklimatizacijos
periodui

Atrinkite  kirméles

periodui

aklimatizacijos

3-0 dienos iki bandymo

— Aklimatizuokite kirméles bent 24
valandas

Aklimatizuokite kirméles bent 24 va-
landas

1 diena iki bandymo

— Dirbtinj dirvozemj i§ anksto sudré-
kinkite ir padalykite | porcijas

Dirbtinj dirvozemj i§ anksto sudré-
kinkite ir padalykite j porcijas

0 diena — Paruoskite pradinius tirpalus Paruogkite pradinius tirpalus
— Apdorokite bandomgja chemine Apdorokite bandomaja chemine me-
medzZiaga dziaga
— Sudékite bandymo substratg i ban- Sudékite bandymo substrata | ban-
dymo indus ir juose pasverkite dymo indus ir juose pasverkite
— Imaisykite paSaro [maisykite pasaro
— Illeiskite kirméles [leiskite kirméles
— I$matuokite dirvoZzemio pH ir Ismatuokite dirvoZzemio pH ir drégnj
drégnj
7 diena — Patikrinkite dirvozemio drégnj Patikrinkite dirvoZemio drégnj
Idékite pasaro
14 diena — Nustatykite suaugusiy kirméliy gais- Patikrinkite dirvoZemio drégnj
tamumg [dékite pasaro
— [Jvertinkite jaunikliy skaiciy
— I8matuokite dirvozemio pH ir
drégnj
21 diena Stebékite suaugusiy kirméliy elgesj
imkite suaugusias kirméles
Nustatykite suaugusiy kirméliy gais-
tamuma
Patikrinkite dirvoZemio drégnj
[dékite pasaro
28 diena Patikrinkite dirvoZemio drégnj

Pasaro nedeékite
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Laikas Intervalo nustatymo bandymas Nustatomasis bandymas

35 diena — Patikrinkite dirvozemio drégnj

— Idékite pasaro

42 diena — Suskaiciuokite jaunikles kirmeéles

— I$matuokite dirvozemio pH ir drégnj

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Rezultaty tvarkymas

39. Neskaitant 7 priedélyje pateiktos apZzvalgos, pagal §i bandymo metoda konkreciai nenurodoma, kaip reikéty
atlikti statisting bandymo rezultaty analiz.

40. Intervalo nustatymo bandymo pagrindiné vertinamoji baigtis yra bandomyjy gyviiny gaiStamumas. Tadiau taip
pat reikéty aprasyti suaugusiy kirméliy elgesio pokycius (pvz., kirmélés nejstengia isirausti j dirvoZemj arba
nejudédamos guli prisisliejusios prie stiklinés bandymo indo sienos), morfologinius pokycius (pvz., atviras
Zaizdas) ir ar yra jaunikliy. Nustatant LC;, paprastai reikéty atlikti probito analiz¢ (21) arba logisting regresing
analize. Tadiau tais atvejais, kai Sis analizés metodas netinka (pvz., jeigu yra maZiau nei trys koncentracijos,
kurioms esant dalis gyviiny Zasta), galima taikyti alternatyvius metodus: tai gali bati slankiyjy vidurkiy metodas
(22), sutrumpintas Spearman-Karber metodas (23) arba paprastoji interpoliacija (pvz., LC, ir LC,,, geometrinis
vidurkis apskai¢iuojamas LC, kvadrating Saknj dauginant i§ LC, ).

41. Nustatomojo bandymo vertinamoji baigtis yra kirméliy vislumas (t. y. atvesty jaunikliy skaicius), taciau $io
bandymo, kaip ir intervalo nustatymo bandymo, galutinéje ataskaitoje reikéty apraSyti ir visus kitus
kenksmingo poveikio kirméléms poZymius. Atliekant statisting analiz¢ butina apskaiciuoti kiekvienos
bandomosios ir kontrolinés grupés reprodukcijos aritmetinj vidurkj ir standartinj nuokrypi.

42. Atlikus dispersing analize, standartinj nuokrypj s ir laisvés laipsnius df galima pakeisti suminiu dispersijos
jverciu, gautu taikant ANOVA metods, ir, atitinkamai, jo laisvés laipsnius, jeigu dispersija nepriklauso nuo
koncentracijos. Tokiu atveju naudokite bendras kontroliniy ir bandomyjy grupiy dispersijos vertes. Sios vertés
paprastai apskai¢iuojamos naudojant komercing statistikos programing jranga, kiekvieno indo rezultatus
naudojant kaip kartotinio bandinio rezultatus. Jeigu atrodo, kad galima pagristai sujungti neigiamy ir tirpiklio
kontroliniy bandiniy duomenis, uzuot testams naudojus tik kuriuos nors i§ jy, reikéty testais nustatyti, kad tarp
ju néra reik§mingo skirtumo (dél tinkamy testy Zr. 45 skirsnj ir 7 priedélj).

43. Tolesni statistiniai testai ir i§vados priklauso nuo to, ar kartotiniy bandiniy vertés sudaro normalyjj skirstinj ir
ar jy dispersija yra vienalyté.

NOEC vertinimas

44, Turéty buti taikomi patikimi statistiniai kriterijai. Reikéty naudoti, pvz. i§ ankstesnés tarplaboratoriniy
bandymy patirties arba kity ankstesniy duomeny gauty informacija apie tai, ar duomenys mazdaug sudaro
normalyji skirstinj. Labiau lemiamg reik§me turi dispersijos vienalytiSkumas (homoskedastija). I$ patirties
7zinoma, kad dispersija daznai didéja, didéjant vidurkiui. Siais atvejais duomeny transformavimas gali lemti
homoskedastijg. Taciau toks transformavimas turéty bati pagristas ankstesniy duomeny tvarkymo patirtimi, o
ne tiriamais duomenimis. Turint vienaly¢ius duomenis, reikéty taikyti kelis t kriterijus, kaip antai Williams
kriterijy (a = 0,05, vienpusis) (24), (25) arba, kai kuriais atvejais, Dunnett kriterijy (26), (27). Pazymétina, kad
netolygios replikacijos atveju lenteléje nurodytas t vertes biitina pataisyti, kaip tai sitilo Dunnett ir Williams.
Kartais dél didelés variacijos atsakai didéja arba maZzéja netolygiai. Siuo atveju, jeigu labai nukrypta nuo
monotoniskumo, labiau tinka taikyti Dunnett kriterijy. Jeigu nukrypstama nuo homoskedastijos, gali bati
pagrista atidziau itirti galimg poveikj dispersijoms siekiant nuspresti, ar taikant t kriterijus per daug
nesumazéty patikimumas (28). Kitu atveju galima taikyti daugybini U kriterijy, pvz., Bonferroni U kriterijy
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pagal Holm (29), arba, kai $iems duomenims biidinga heteroskedastija, taciau kitais atzvilgiais jie atitinka esama
monotonisky dozés ir atsako santyki, — bet kokj kita neparametrinj kriterijy [pvz., Jonckheere-Terpstra (30),
(31) arba Shirley (32), (33)], ir apskritai jam teiktina pirmenybé pries nelygios dispersijos t kriterijus (taip pat
zr. 7 priedélyje pateikta schema).

45. Jeigu atliktas riby nustatymo bandymas ir tenkinamos parametrinio kriterijaus procediry taikymo
(normalumo, vienalytiskumo) salygos, galima taikyti porinj Student t kriterijy arba, kitu atveju, U kriterijaus
procediirg pagal Mann ir Whitney (29).

ECx vertinimas

46. Apskaiciuojant bet kokig EC_ verte, kiekvienos bandomosios grupés vidurkiai naudojami atliekant (tiesinés arba
netiesinés) regresijos analiz¢ po to, kai gaunama tinkama dozés ir atsako santykio funkcija. Siekiant gauti
kirméliy augima kaip nenutrikstama atsaka, EC_ vertes galima nustatyti atliekant tinkamg regresing analize
(35). Tarp dvireik§miams kintamiesiems (gaiStamumas arba i§gyvenimas ir atsivesty jaunikliy skaicius) tinkamy
funkcijy yra jprastos sigmoidinés, logistinés arba Weibull funkcijos su dviem ar keturiais parametrais, i§ kuriy
kai kurie gali taip pat sudaryti hormetinius atsakus. Jeigu dozés ir atsako funkcija buvo pritaikyta atlikus
tiesinés regresijos analizg, prie§ vertinant EC, kartu su regresine analize turéty biiti nustatytas reik$mingas r?
(determinacijos koeficiento) dydis ir (arba) nuolydis, jrasant x % atitinkancig kontrolinés grupés vidurkio verte |
lygti, sudaryta atlikus regresing analize. 95 % pasikliovimo ribos apskaiCiuojamos pagal Fieller (cituojama
Finney (21)) arba kitais tinkamais $iuolaikiniais metodais.

47. Kitu atveju atsakas modeliuojamas kaip pavyzdinio parametro procentinis dydis arba proporcija, aiskinama
kaip vidutinis kontrolinés grupés atsakas. Siais atvejais jprasta (logisting, Weibull) sigmoiding kreive daznai
galima lengvai pritaikyti rezultatams pagal probito regresijos procediirg (21). Tokiais atvejais svoriné funkcija
turi bati pritaikyta metriniams atsakams, kaip nurodo Christensen (36). TaCiau pastebéjus hormezg, probito
analize reikéty pakeisti keturiy parametry logistine arba Weibull funkcija, pritaikyta pagal netiesinés regresijos
procediirg (36). Jeigu duomenims nejmanoma pritaikyti tinkamos dozés ir atsako funkcijos, galima rinktis
alternatyvius EC, ir jos pasikliovimo riby vertinimo metodus, kaip antai slankiyjy vidurkiy metodg pagal
Thompson (22) ir sutrumpintg Spearman-Karber procediirg (23).

BANDYMO ATASKAITA

48. Bandymo ataskaitoje turi bati pateikta toliau nurodyta informacija:
Bandomoji cheminé medZiaga

— Medziagos fizikiné prigimtis ir svarbios fizikinés bei cheminés savybés (pvz., tirpumas vandenyje, gary
slégis).

— Bandomosios cheminés medziagos cheminés atpazinties duomenys pagal IUPAC nomenklatiira, CAS
numeris, partijos ir siuntos numeriai, strukttriné formulé ir grynumas.

— Iki kokios datos tinka naudoti éminj.
Bandomosios riisys

— Naudojami bandomieji gyviinai: rtisis, mokslinis pavadinimas, 3altinis, i§ kurio gauti organizmai, ir jy
veisimo salygos.

Bandymo sglygos

— Dirbtinio dirvozemio sudedamosios dalys ir paruo$imas.

— Bandomosios cheminés medziagos naudojimo bandymui metodas.
— Bandymo salygy aprasymas, iskaitant temperatiirg, drégnj, pH ir t. t.

— I8samus bandymo plano ir procediiry aprasymas.
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Bandymo rezultatai

— Suaugusiy kirméliy gaiStamumas po dviejy savaiciy ir jaunikliy skaiCius intervalo nustatymo bandymo
pabaigoje.

— Suaugusiy kirméliy gaiStamumas po trijy poveikio savaiiy ir i$samus jaunikliy aprasas nustatomojo
bandymo pabaigoje.

— Bet kokie pastebéti fiziniai ar patologiniai simptomai ir bandomyjy organizmy elgesio pokyciai.

— Poveikio reprodukcijai LC,,, NOEC ir (arba) EC, (pvz., ECy,, EC,,), jeigu nustatytos kurios nors i§ $iy verciy,
kartu su pasikliautinaisiais intervalais, ir grafikas su pritaikytu modeliu, naudotu joms apskaiciuoti, taip pat
visa informacija bei pastabos, galinc¢ios padéti aiskinti gautus rezultatus.

Ataskaitoje taip pat turéty bati apraSyti bet kokie nukrypimai nuo nustatyty pagal §i bandymo metoda
atliekamy procediiry ir bet kokie per bandyma pastebéti nenumatyti reiskiniai.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy savoky apibréztys.
Cheminé medZiaga — medziaga arba miSinys.

ECx (x % poveiki sukelianti poveikio koncentracija) — bandomosios medZiagos koncentracija, kuriai esant
bandomieji organizmai patiria x % poveikj per atitinkamga tos medziagos veikimo laikotarpi, palyginti su kontroliniu
bandiniu. Atliekant §j bandymg poveikio koncentracijos iSreiskiamos kaip bandomosios cheminés medziagos masés
santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medziagos mase.

LC, (nemirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medZiagos koncentracija, kuriai esant per atitinkama
laikotarpj neZzasta jokie jos veikiami bandomieji organizmai. Atliekant §j bandyma LC, isreiskiama kaip bandomosios
cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medziagos mase.

LC,, (vidutiné mirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant per atitinkamg
laikotarpj Zasta 50 % jos veikiamy bandomuyjy organizmy. Atliekant §j bandyma LC,,, iSreiskiama kaip bandomosios
cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvozemio sausosios medZziagos mase.

LC,,, (visiskai mirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant per atitinkama
laikotarpj Ziista 100 % jos veikiamy bandomyjy organizmy. Atliekant §j bandymag LC,,, iSreiskiama kaip
bandomosios cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medziagos mase.

LOEC (maziausia pastebéto poveikio koncentracija) — maziausia statistiskai reik§mingg poveikj (p < 0,05) turinti
bandomosios cheminés medziagos koncentracija. Atliekant § bandyma LOEC isreiskiama kaip bandomosios
cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medZziagos mase. Esant visoms
bandomosios medziagos koncentracijoms, kurios yra didesnés negu LOEC, paprastai turéty biiti patirtas statistiskai
reik§mingas poveikis, palyginti su kontroline grupe. Bet kokius nukrypimus nuo $ios LOEC nustatymo tvarkos
bitina pagristi bandymo ataskaitoje.

NOEC (nepastebéto poveikio koncentracija) — didziausia bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuri yra
tik truputj mazesné negu LOEC ir kuriai esant jokio poveikio nepastebéta. Atliekant §j bandyma, NOEC atitinkanti
koncentracija per nustatytg veikimo laikotarpj nepadaro statistiskai reik§mingo poveikio (p < 0,05), palyginti su
kontroline grupe.

Reprodukcijos sparta yra per bandymo laikotarpj atsivesty jaunikliy vidutinis skaiCius, tenkantis tam tikram
suaugusiy kirmeéliy skaiciui.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metoda tiriama cheminé medZiaga arba misinys.
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2 priedélis

DIdziausio vandens jmirkio nustatymas

Dirbtinio dirvoZemio didZiausio vandens jmirkio nustatymas
Nustatyta, kad tinka taikyti §j metoda, kuris apraSytas ISO DIS 11268-2 standarto C priede.

Paimkite nustatyta bandomojo dirvoZemio substrato kiekj (pvz., 5 g) naudodami tinkamg prietaisg (vamzdelj su
jvijomis ar kt.). Vamzdelio apacig uzdenkite filtravimo popieriaus lapu ir, pripild¢ ji vandens, pastatykite ant stovo
vandens voneléje. Vamzdelis turéty laipsniskai panirti, kol vanduo apsems dirvoZzemio pavirsiy, tada jj reikéty palikti
vandenyje mazdaug 3 val. Kadangi ne visas | dirvozemio poras jsigéres vanduo gali biti sulaikytas jame, reikéty
palikti dirvoZemio éminj dviem valandoms, kad pasiSalinty vandens perteklius, padéjus vamzdelj ant stipriai
sudrékinto kvarcinio smélio pakloto uZdengtame inde (kad nei$dzitity). Tada éminj reikéty pasverti, prie§ tai
isdziovinus iki pastovios masés 105 °C temperatiiroje. Vandens jmirkj tada galima apskaiciuoti taip:

Vandens jmirkis (sausosios medziagos masés %) = % x 100

Sioje formuléje:

S - vandeniu sumirkes substratas + vamzdelio masé + filtravimo popieriaus masé
T - tara (vamzdelio masé + filtravimo popieriaus mas¢)

D - sausosios substrato medziagos masé

NUORODA

ISO (International Organization for Standardization) (1996). Soil Quality -Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2. 1SO, Geneve.
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3 priedélis

DirvoZemio PH nustatymas

Sis dirvozemio éminio pH nustatymo metodas yra pagristas standarte ISO 10390 (Dirvozemio kokybé. pH
nustatymas) pateiktu aprasymu.

Tam tikras nustatytas dirvozemio kiekis maziausiai 12 valandy dZiovinamas kambario temperatiiroje. Tada i§ $io
dirvoZzemio paruo$iama penkis kartus didesnio tirio suspensija (joje turi biti maziausiai 5 g dirvoZemio) naudojant
1 M analiziskai gryno kalio chlorido (KCl) arba 0,01 M analizi$kai gryno kalcio chlorido (CaCl)) tirpalg. Tada
suspensija penkias minutes kruop$¢iai purtoma. Po purtymo suspensija palickama nusistovéti maZziausiai 2 valandas,
bet ne ilgiau kaip 24 valandas. Tada i§matuojamas skystosios fazés pH naudojant pH matuoklj, kuris prie§ kiekviena
matavimg kalibruojamas naudojant tinkamga buferiniy tirpaly (pvz., pH = 4,0 ir 7,0) serija.
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4 priedélis

Enchytraeus sp. kultiiry auginimo salygos

Enchytraeus albidus rasies (ir kity Enchytraeus rasiy) enchitréjus galima auginti didelése (pvz., 30 x 60 x 10 cm)
plastiko dézése, pripildytose dirbtinio dirvoZemio ir natiiralaus neuztersto sodo dirvoZemio santykiu 1:1. Kompos-
tuojamy medziagy déti negalima, nes jose gali biiti nuodingyjy cheminiy medZziagy, kaip antai sunkiyjy metaly. Prie§
naudojant dirvozemj reikéty pasalinti jo gyvinijg (pvz., giliai uzsaldant). Taip pat galima naudoti tik i§ dirbtinio
dirvozemio paruos$ta substratg, taciau reprodukcijos sparta jame gali bliti maZesné negu miSriame dirvoZemio
substrate. Kirméliy kultdroms auginti naudojamo substrato pH turéty bati 6,0 £ 0,5.

Auginama kultira laikoma tamsoje, 15-20 + 2 °C temperatiiroje. Reikéty stengtis, kad temperatira baty ne
aukstesné kaip 23 °C. DirvoZemis turi biiti visg laika drégnas, bet ne $lapias. DirvoZzemio drégnis yra tinkamas, jeigu,
nestipriai suspaudus saujoje Siek tiek dirvoZemio, tarp pirsty pasirodo smulkiy vandens laSeliy. Bitina saugotis, kad
nesusidaryty bedeguonés sglygos, uztikrinant, kad per kultiiros auginimo indy dangcius vykty pakankama dujy
apykaita su atmosferos oru. Siekiant pagerinti dirvoZemio aeracijg, reikéty kiekviena savaite ji kruopsciai supurenti.

Kirméles galima Serti aviziniais dribsniais. Juos reikéty laikyti sandariai uzdengtuose induose ir prie§ naudojant
apdoroti autoklave arba pakaitinti, kad nejsiveisty milty erkiy (pvz., Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) ar plésriyjy
erkiy [pvz., Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina]. Termiskai apdorotg pasara reikéty sumalti, kad ji baty
lengva paskleisti dirvoZemio pavir$iuje. AviZiniy dribsniy pasara kartais galima papildyti vitaminais, pienu ir zuvy
taukais. Kiti tinkami pasarai yra kepimo mielés ir Zuvy pasaras ,Tetramin®,

Kirmélés Seriamos mazdaug du kartus per savaite. Tinkamas aviziniy dribsniy kiekis paberiamas ant dirvoZemio
pavirsiaus arba atsargiai jmaiSomas | substratg, kai dirvoZemis purenamas aeracijai pagerinti. Tikslus dedamo pasaro
iekis priklauso nuo substrate esanciy kirméliy skaiciaus. Apskritai, jeigu visas paSaras suvartojamas per vieng par:
kiekis prikl bstrat Ciy kirméliy skaic Apskritai, jeig pas t0j p 3 parg
po $érimo, jo kiekj reikéty padidinti, ir priesingai, jeigu per antrg $érimg (po savaités) dirvoZemio pavirsiuje tebéra
pasaro, davinj reikéty sumazinti. Grybeliais uzkrésta pasarg reikéty iSimti ir pakeisti Svieziu pasaru. Po trijy ménesiy

kirméles reikéty perkelti j $vieziai paruostg substratg.

Auginimo salygos laikomos tinkamomis, jeigu kirmeélés: a) nebando islisti i§ dirvoZzemio substrato, b) greitai $liauzia
dirvoZemiu, ¢) jy pavirsius blizgus, be prikibusiy dirvozemio daleliy, d) jos yra daugiau ar maziau balsvos spalvos,
e) auginamose kultfirose yra jvairiy amziaus grupiy kirméliy ir ) jos nepaliaujamai dauginasi.
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5 priedélis

Bandymas naudojant kity risiy Enchitréjus
Riisiy pasirinkimas

Bandymui galima naudoti ne tik E. albidus, bet ir kity rasiy enchitréjus, taciau tokiu atveju reikéty atitinkamai
pakeisti bandymo procediirg ir tinkamumo kriterijus. Kadangi daugelio Enchytraeus rusiy kirméliy lengva gauti ir jas
galima tinkamai prizitiréti laboratorijoje, svarbiausias kriterijus, pagal kurj pasirenkamos ne E. albidus, o kitos risies
kirmeélés, yra jy ekologiné svarba ir santykinis jautris. Kitg rt§j bandymui galima rinktis ir dél norminiy prieZasciy.
Pavyzdziui, tose valstybése, kuriose E. albidus rusies kirmélés natiiraliai neaptinkamos ir jy negalima importuoti (kaip
antai dél karantino apribojimy), reikés naudoti kity Enchytraeus risiy kirméles.

Kity tinkamy rasiy pavyzdZiai

— Enchytraeus crypticus (Westheide ir Graefe, 1992). Pastaraisiais metais $ios rasies kirmélés daznai naudojamos per
ekotoksikologinius tyrimus, nes jas paprasta veisti ir naudoti bandymams. Taciau Sios kirmélés yra maZzos, todél
su jomis sunkiau dirbti negu su E. albidus (ypa¢ ankstesniuose etapuose, prie§ taikant dazymo metoda).
E. crypticus paplitimas gamtoje néra patikimai nustatytas, nes $i rasis apradyta tik auginamose slieky kultdrose.
Todél jos ekologiniai poreikiai neZinomi.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky, 1879) tikriausiai vadinama artimai giminingy rasiy, kurias pagal sandarg sunku
viena nuo kitos atskirti, grupé. Jos naudoti bandymams nerekomenduojama iki tol, kol bus galima patikimai
identifikuoti bandymui naudojamy individy r§j. E. buchholzi rusies kirmélés paprastai aptinkamos pievose ir
zmogaus veiklos paliestose vietose, kaip antai pakelése.

— Enchytraeus luxuriosus. Si riiSis i§ pradziy vadinta E. minutus, tatiau apraSyta neseniai (1). Ja pirmg kartg aptiko
U. Graefe i§ Hamburgo pievoje arti Sankt Peter-Ordingo (Slézvigo-Holsteino Zemé, Vokietija). E. luxuriosus
kirmélés yra mazdaug perpus mazesnés nei E. albidus, taciau didesnés nei kity ¢ia aptariamy rasiy kirmeélés, todél
gali bati tinkamas E. albidus pakaitalas.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen ir Christensen, 1963). Si riigis iki $iol buvo Zinoma kaip gyvenanti Vokietijos ir
Ispanijos mineraliniuose dirvoZemiuose, kur ji dazna, bet paprastai nelabai gausi. Palyginti su kitomis smulkiomis
Sios genties rtsimis, jg identifikuoti gana lengva. Nieko nezinoma apie $ios rasies kirméliy elgseng per laborato-
rinius bandymus ar jautrj cheminéms medziagoms, taiau nustatyta, kad jas auginti gana paprasta (E. Belotti,
asmeniné korespondencija).

Veisimo sglygos

Visy minéty Enchytraeus rasiy kirméles galima auginti tuose paciuose substratuose, kaip ir E. albidus. Kadangi jos yra
mazZesnés, jas galima auginti maZesniuose induose ir nors galima naudoti ta patj parady, davinio dydj reikia
atitinkamai sumazinti. Siy rsiy kirméliy gyvenimo ciklas yra trumpesnis negu E. albidus ir jas reikéty dazniau Serti.

Bandymo sglygos

Bandymo salygos apskritai yra tokios pacios, kaip ir per E. albidus bandyma, taciau:
— galima, taiau nebitina, naudoti maZesnius bandymo indus;

— reprodukcijos bandymas gali bati (nebitinai) trumpesnis, t. y. keturios vietoj $esiy savailiy, taliau intervalo
nustatymo bandymo trukmés keisti nereikéty;

— kadangi jauniklés kirmélés yra labai smulkios, patartina jas skai¢iuoti taikant dazymo metodg;

— tinkamumo kriterijy, pagal kurj vertinamas ,jaunikliy skaicius kiekviename bandymo kontrolinés grupés inde®,
reikéty pakeisti i ,50°
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NUORODA

(1) Schmelz, RM. and Collado, R. (1999). Enchytraeus luxuriosus sp.nov., a new terrestrial oligochaete species
(Enchytraeidae, Clitellata, Annelida). Carolinea 57, 93-100.
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ISsamus kirméliy surinkimo metody aprasymas

Dazymas bengaliskuoju raudoniu

Si limnologijos srityje i§ pradZiy sukurta metoda (1) taikyti enchitréjy jaunikliams skaiciuoti per enchitréjy
reprodukcijos bandymg pirmiausia pasialé W. de Coen (Gento universitetas, Belgija). RIVM Bilthoven institutas
atskirai sukiiré modifikuotg Sio metodo versijg (pagal kuria bengaliSkasis raudonis vietoj etanolio maiSomas su
formaldehidu) (2), (3).

Baigus nustatomajj bandymg (t. y. po $esiy savaiciy) dirvozemis i§ bandymo indy perkeliamas j negilia talpa. Siam
tikslui tinka ,Bellaplast” indas arba fotografijy ryskinimo vonelé gofruotu dugnu (tai svarbu, nes dugno pavirsiaus
,bangelés riboja kirméliy judéjima stebéjimo lauke). Jaunikliai uzfiksuojami etanoliu (apie 5 ml vienam kartotiniam
bandiniui), tada i indus jpilamas 1-2 cm gylio vandens sluoksnis. [lasinami keli lasai (200-300 pl) bengaliskojo
raudonio (1 % etanolio tirpalo; vietoj jo galima naudoti 0,5 % eozino tirpalg) ir abu komponentai kruopsciai
sumaiSomi. Po 12 valandy kirmélés turéty biti nusidaZiusios rausva spalva ir jas turéty bati lengva suskaiciuoti, nes
jos gulés substrato pavirsiuje; arba, prie§ skaiciuojant kirméles, substrato ir alkoholio misinj galima perplauti per
sietg (kurio akuciy dydis 0,250 mm). Per $ia procediirg i$plaunamas kaolinitas, durpés ir dalis smélio, taigi rausvai
nudazytas kirméles lengviau pastebéti ir suskaiCiuoti. Skaiiuoti kirméles taip pat lengviau naudojant ap$viestus
lesius (lesiy dydis turéty bati bent 100 x 75 mm, didinamoji galia 2-3 karto).

Taikant daZzymo metodg, viename inde buvusios kirmélés suskai¢iuojamos per kelias minutes, taigi vienam asmeniui
turéty biiti jmanoma jvertinti visy vieno bandymo indy turinj daugiausia per dvi dienas.

Surinkimas $lapiuoju badu

Kirméles rinkti $lapiuoju budu reikéty pradéti iskart, kai tik baigiamas bandymas. Dirvozemis i3 kiekvieno bandymo
indo sudedamas j mazdaug 1 mm dydzio akuciy plastikinius sietus, kurie pakabinami plastikiniuose dubenyse taip,
kad neliesty dugno. Tada i dubenis atsargiai pripilama vandens tiek, kad dirvoZemio éminiai sietuose baty visiskai
apsemti. Siekiant uztikrinti, kad i§ éminiy bity surinkta daugiau kaip 90 % kirméliy, jy rinkimo periodas turéty
trukti 3 dienas, palaikant 20 + 2 °C temperatiira. Siam periodui pasibaigus, sietai i§imami ir vanduo létai ir atsargiai
nupilamas, truputj jo paliekant ir stengiantis nesudrumsti dubeny dugne esanciy nuosédy. Tada plastikiniai dubenys
lengvai supurtomi, suspenduojant nuosédas pavirSinio vandens likutyje, kuris perpilamas j Petri lekstele. Tada,
dirvozemio daleléms vél nusédus | dugna, enchitréjus galima pastebéti, i§imti ir suskaiciuoti naudojant stereomik-
roskopa ir minksto plieno chirurgines znyples.

Flotacija

Flotacija (kirméliy i$plukdymu) pagristas metodas aprasytas R. Kuperman pastaboje (4). Bandymo indo turinj
uzfiksavus etanoliu, dirvozemis uZpilamas ,Ludox“ (AM-30 koloidinio silicio dioksido 30 masés proc. vandeninés
suspensijos) preparatu, kad jo lygis siekty 10-15 mm vir§ dirvoZemio pavir$iaus. Tada dirvoZemis 2-3 minutes
kruops¢iai maiSomas su flotacine medziaga, o po to galima lengvai suskaiciuoti pavirsiuje pliduriuojancias jaunikles
kirméles.

NUORODOS

(1) Korinkova, J. and Sigmund, J. (1968). The colouring of bottom-fauna samples before sorting, Vestnik Ceskoslo-
vensko Spolecnosti Zoologicke 32, 300-305.

(2) Dirven-Van Breemen, E., Baerselmann, R. and Notenboom, J. (1994). Onderzoek naar de Geschiktheid van de
Potwormsoorten Enchytraeus albidus en Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Annelida) in Bodemecotoxicologisch
Onderzoek. RIVM Rapport Nr. 719102025. 46 pp.
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(3)

(4)

Posthuma, L., Baerselmann, R., Van Veen, RPM. and Dirven-Van Breemen, EM. (1997). Single and joint toxic
effects of copper and zinc on reproduction of Enchytraeus crypticus in relation to sorption of metals in soils.
Ecotox. Envir. Safety 38, 108-121.

Phillips, C.T., Checkai, R.T. and Kuperman, R.G. (1998). An alternative to the O’Connor Method for Extracting
Enchytraeids from Soil. SETAC 19* Annual Meeting, Charlotte, USA. Abstract Book No. PMP069, p. 157.
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Parametriniai kriterijai

7 priedélis

Neparametriniai kriterijai

Statistinio duomeny vertinimo apZzvalga (NOEC nustatymas)

PradZia
L N Ne -
D}lome{lys.' ) Duomeny Nesckminga Yra bent 4 kiekvienos Ne | Statistiniy kriterijy
D‘?PCTSIJa vienalyte? transformacija ~ [re———— = dozes kartotiniai taikyti nepatartina
Skirstinys normalus? Taip bandi‘niai?
L Taip 1 Taip
Yra papildomas tirpiklio Taip | Abukontroliniai Yra papildomas tirpiklio Taip | Abukontroliniai
kontrolinis bandinys? bandiniai vienodi? kontrolinis bandinys? bandiniai vienodi?
(tkriterijus) U kriterijus
Taip %Nc Taip I Ne
I ; +
Abu kontrolinius Kontrolinis bandinys Ne Abu kontrolinius Kontrolinis bandinys
bandinius galima be tirpiklio nejtrau- bandinius galima be tirpiklio nejtrau-
sujungti kiamas sujungti kiamas
; ! !
i 4 ¥ ¥
Dunnet kriterijus Bonferroni U kriterijus
Williams kriterijus Jonckheere-Terpstra kriterijus
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C.33. SLIEKUY (EISENIA FETIDA / EISENIA ANDREI) REPRODUKCIJOS BANDYMAS

[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 222 (2004). Jis skirtas dirvoZzemyje esanciy
cheminiy medziagy poveikiui Eisenia fetida (Savigny, 1826) arba Eisenia andrei (Andre, 1963) (1), (2) risies
slieky reprodukcijos nasumui (ir kitoms nemirtinoms vertinamosioms baigtims) vertinti. Sis metodas
patikrintas per tarplaboratorinj bandyma (3). Yra sukurtas bandymo metodas imiam toksiskumui sliekams tirti
(4). Paskelbta ir daugiau kity tarptautiniy bei nacionaliniy gairiy, kaip atlikti Gmaus ir létinio toksiskumo
slickams bandymus (5), (6), (7), (8).

2. Eisenia fetida ir Eisenia andrei laikomos vienomis i§ tipiniy dirvoZemio faunos ir, konkreciai, slieky rtsiy. Bendra
informacija apie slieky ekologija ir naudojimg ekotoksikologiniams bandymams paskelbta literatiiroje (7), (9),
(10), (11), (12).

BANDYMO PRINCIPAS

3. Suauge sliekai patiria jvairiy bandomosios cheminés medziagos koncentracijy poveikj. Bandomoji medziaga
jmaiSoma j dirvoZemj arba, pesticidy atveju, jterpiama i dirvoZemj arba ja apdorojamas dirvoZemio pavirsius
pagal tinkamg tos cheminés medziagos naudojimo procediirg. Konkretus bandomosios medziagos naudojimo
budas priklauso nuo bandymo tikslo. Bandymo koncentracijy intervalas pasirenkamas toks, kad apimty
koncentracijas, kurios, tikétina, per astuoniy savaiCiy laikotarpj turéty tiek nemirtina, tiek mirting poveikj.
Poveikis suaugusiy slieky gaiStamumui ir augimui nustatomas po 4 bandomosios medziagos poveikio savaiciy.
Tada suaugg sliekai i§imami i§ dirvoZemio ir dar po 4 savai¢iy jvertinamas poveikis reprodukcijai suskai¢iuojant
dirvoZemyje esancius palikuonis. Bandomosios cheminés medZziagos paveikty slieky reprodukcijos nasumas
palyginamas su kontrolinés grupés arba grupiy slieky reprodukcijos nasumu nustatant: i) nepastebéto poveikio
koncentracijg (NOEC) ir (arba) ii) EC, (pvz., EC,,, EC,,), pagal regresijos modelj vertinant koncentracija, kuriai
esant reprodukcijos nagumas sumazéty x %. EC_ (pvz., EC,,, EC,) verté turéty patekti | bandymui pasirinkty
koncentracijos verciy intervalg, kad EC, buty galima nustatyti interpoliacijos, o ne ekstrapoliacijos budu
(savoky apibréztis zr. 1 priedélyje).

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

4, Kad buty galima tinkamai planuoti bandymo procediras, reikéty Zinoti $ig informacija apie bandomaja
chemine medziaga:

— jos tirpumg vandenyje;
— log K,;

— gary slégj;

— kai jmanoma, taip pat informacijg apie jos iSlieckamumg ir elgseng aplinkoje (pvz., fotolizés lygj ir hidrolizés
lygi, kai tinka, priklausomai nuo bandomosios medziagos naudojimo biido).

5. Sis bandymo metodas tinka visoms cheminéms medziagoms, nepriklausomai nuo jy tirpumo vandenyje. Sis
bandymo metodas netinka lakiosioms cheminéms medZiagoms, $iuo atveju apibréZiamoms kaip cheminés
medziagos, kuriy Henrio désnio konstanta arba oro ir vandens pasiskirstymo koeficientas virsija vieneta, arba
cheminéms medziagoms, kuriy gary slégis 25 °C temperatiiroje virsija 0,0133 Pa.

6. Pagal § bandymo metodg neatsizvelgiama | galimag bandomosios cheminés medziagos skilimg bandymo
laikotarpiu, todél negalima daryti prielaidos, kad pradinés jos poveikio koncentracijos vertés liks nepakitusios
per visg bandymg. Tokiu atveju patartina atlikti bandomosios cheminés medZiagos cheming analize pradedant
ir baigiant bandyma.
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ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

7. Siekiant isitikinti, kad laboratorinés bandymo salygos yra tinkamos ir kad laikui bégant statistiskai nesikeicia
bandomuyjy organizmy atsakas j poveiki, biitina nustatyti etaloninés cheminés medziagos NOEC ir (arba) EC,
vertes. Etaloninés cheminés medziagos bandyma patartina atlikti bent karta per metus arba, jeigu rediau, — tuo
paciu metu, kai nustatomas bandomosios cheminés medziagos toksiskumas. Tinkamos etaloninés cheminés
medziagos, kuriy poveikis reprodukcijai jrodytas, yra karbendazimas arba benomilas (3). Reik$mingas poveikis
turéty bati pastebimas esant: a) 1 ir 5 mg veikliosios medZiagos vienam sausosios medziagos masés kilogramui
arba b) 250-500 g/ha ar 25-50 mg/m?. Jei per bandymy serija naudojamas teigiamas toksiskumo etalonas,
pasirenkama viena koncentracija, o kartotiniy bandiniy turéty bati tiek pat, kiek ir kontrolinése grupése.

BANDYMO TINKAMUMAS

8. Bandymo rezultatas pripazistamas tinkamu, jei kontrolinés grupés bandiniai atitinka Siuos kriterijus:

— kiekviename kartotiniame bandinyje (kuriame yra 10 suaugusiy individy) iki bandymo pabaigos atsivesta >
30 jaunikliy;

— reprodukcijos variacijos koeficientas yra < 30 %;
— suaugusiy slieky gaiStamumas per pirmas 4 bandymo savaites yra <10 %.
Jeigu bandymas neatitinka iy tinkamumo kriterijy, jj reikéty nutraukti, nebent jmanoma pagristai jrodyti,

kodél verta ji testi. Sj pagrindima reikéty pateikti bandymo ataskaitoje.

BANDYMO APRASYMAS
Iranga

9.  Turéty bati naudojami i§ stiklo ar kitos chemiskai inertinés medziagos pagaminti mazdaug 1-2 litry talpos
indai. Indy skerspjiivio plotas turéty biiti mazdaug 200 cm?, kad pridéjus 500-600 g sauso substrato masés,
drégno substrato sluoksnio gylis bity apie 5-6 cm. Indy dangéiai turéty bati tokie, kad per juos vykty dujy
apykaita tarp substrato ir atmosferos oro ir prasiskverbty $viesa (pvz., naudojami perforuoti skaidriis dang¢iai),
taCiau per juos negaléty issliauzti sliekai. Jeigu bandymui substrato  kiekvieng bandymo indg dedama kur kas
daugiau negu 500-600 g, reikéty proporcingai padidinti slieky skaiciy.

10. Bandymui reikalinga jprasta laboratoriné jranga, visy pirma:
— dziovinimo spinta;
— stereomikroskopas;
— pH matuoklis ir fotometras;
— tinkamos tikslios svarstyklés;
— tinkama temperatiiros kontrolés jranga;

— tinkama drégmés kontrolés jranga (nebitinai, jei bandomosios medZiagos poveikis tiriamas induose su
danggdiais);

— inkubatorius arba maza patalpa su oro kondicionieriumi;
— pincetai, vaseliai arba instrumentai su kilpelémis gale;

— vandens vonelé.

Dirbtinio dirvoZemio paruosimas

11. Siam bandymui naudojamas dirbtinis dirvozemis (5), (7), kurio sudétis yra tokia (nurodyta sausosios
medziagos, i§dZiovintos iki pastovios masés 105 °C temperatiroje, mase):

— 10 % kiminy durpiy (kuriy pH turi bati kuo artimesnis 5,5-6,0, neturi biiti pastebimy augaly liekany,
durpés turi biti smulkiai sumaltos ir i§dZiovintos iki tam tikro i§matuoto drégnio lygio);

— 20 % kaolino molio (patartina, kad kaolinito jame biity daugiau kaip 30 %);
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— 0,3-1,0 % kalcio karbonato (analiziSkai gryny CaCO, milteliy), kad pradinis pH lygis baty 6,0 + 0,5;

— 70 % ore i3dziovinto kvarcinio smélio (priklausomai nuo reikiamo CaCO, kiekio), daugiausia smulkaus, kad
daugiau kaip 50 % daleliy jame biity 50-200 pm dydzio.

1 pastaba. Reikiamas CaCO, kiekis priklausys nuo dirvozemio substrato sudedamyjy daliy, jskaitant pasarg, ir
turéty bati nustatytas prie§ pat bandyma atliekant daliniy dirvoZemio éminiy matavimus. pH matuojamas
sumaiSytame éminyje, naudojant 1 M kalcio chlorido (KCl) tirpalg arba 0,01 M kalcio chlorido (CaCl,) tirpala
(13).

2 pastaba. Organinés anglies kiekj dirbtiniame dirvozemyje galima sumazinti, pvz., iki 4-5 % sumaZinant
durpiy kiekj ir atitinkamai padidinant smélio kiekj. Taip maZzinant organinés anglies kiekj, galima sumazinti
tikimybe, kad bandomoji cheminé medZiaga jsigers | dirvozemj (dél jame esancios organinés anglies), ir
padidinti bandomosios cheminés medZziagos pasiekiamumg sliekams. Irodyta, kad Eisenia fetida gali atitikti
reprodukcijai taikomus bandymo tinkamumo kriterijus, bandymui naudojant i§ lauko paimta dirvoZemj su
mazesniu organinés anglies kiekiu (pvz., 2,7 %) (14), taip pat i§ patirties Zinoma, kad tai jmanoma pasiekti ir
naudojant dirbtinj dirvoZzemj su 5 % durpiy. Todél, prie§ naudojant tokj dirvoZemj nustatomajam bandymui,
nebitina jrodyti dirbtinio dirvozemio tinkamumo tam, kad bandymas atitikty tinkamumo kriterijus, nebent
durpiy kiekis baty sumazintas daugiau negu ¢ia nurodyta.

3 pastaba. Naudojant natiiraly dirvozemj papildomiems (pvz., aukstesnés pakopos) bandymams, taip pat reikéty
jrodyti tokio dirvozemio tinkamumg ir atitiktj bandymo tinkamumo kriterijams.

12. Sausos dirvozemio sudedamosios dalys kruopsciai sumai§omos (pvz., naudojant didelj laboratorinj maiSytuva)
gerai védinamoje vietoje. Prie§ pradedant bandyma sausas dirbtinis dirvoZzemis sudrékinamas jpilant
pakankamai dejonizuoto vandens, kad buty gauta mazdaug pusé galutinio vandens kiekio, t. y. 40-60 %
didZiausio vandens jmirkio (atitinkamai 50 + 10 % drégnis pagal sausa masg). Taip bus gautas substratas be
stovincio vandens, kurj suspaudus saujoje, i§ jo neturéty sunktis vanduo. Dirbtinio dirvoZemio didZiausias
vandens jmirkis nustatomas pagal 2 priedélyje apraSytas procediras, ISO 11274 (15) arba lygiavertj ES
standartg.

13. Jeigu bandomaja chemine medZiaga padengiamas dirvozemio pavirSius arba ji jmaiSoma | dirvoZemj
nenaudojant vandens, galutinj reikiamg vandens kiekj galima jmaiSyti ruosiant dirbtinj dirvoZzemj. Jeigu
bandomoji cheminé medziaga jmaiSoma | dirvozemj kartu su trupuciu vandens, reikiama papildoma vandens
kiekj galima supilti kartu su bandomgja chemine medziaga (Zr. 19 skirsnj).

14. DirvoZemio drégnis nustatomas pradedant ir baigiant bandyma pagal ISO 11465 (16) arba lygiavertj ES
standartg, o dirvoZemio pH — pagal 3 priedélj arba ISO 10390 (13) ar lygiavertj ES standarta. Juos reikéty
nustatyti naudojant kontrolinio dirvozemio éminj ir kiekvienos bandomosios medziagos koncentracijos
dirvozemio éminj. Dirvozemio pH neturéty biiti koreguojamas atliekant rtigtiniy arba Sarminiy cheminiy
medziagy bandymus. DirvoZemio drégnj reikéty stebéti per visg bandyma, reguliariai pasveriant indus (Zr. 26 ir
30 skirsnius).

Bandomyjy gyviiny atranka ir paruo$imas

15. Bandymui naudojami Eisenia fetida arba Eisenia andrei risies sliekai (1), (2). Pradedant bandyma naudojami
suauge nuo dviejy ménesiy iki vieny mety amziaus sliekai su kliteliumu. Sliekus bandymui reikéty atrinkti i§
sinchronizuotos, gana vienodo amziaus slieky kultiros (4 priedélis). Bandomosios grupés individy amzZiaus
skirtumas neturéty biti didesnis nei 4 savaités.

16. Atrinkti sliekai turéty biiti bent vieng dieng aklimatizuojami tokiame paciame dirbtinio dirvozemio substrate,
koks bus naudojamas bandymui. Siuo laikotarpiu sliekai turéty bati Seriami tokiu paciu paaru, koks bus
naudojamas per bandymg (zr. 31-33 skirsnius).

17. Pradedant bandymg, turéty bati sudarytos grupés i§ desimties atskirai pasverty slieky, kurios atsitiktine tvarka
paskirstomos i bandymo indus. Prie§ sveriant sliekai nuplaunami (dejonizuotu vandeniu) ir vandens perteklius
pasalinamas trumpam padedant sliekus ant filtravimo popieriaus. Kiekvieno slicko bendra masé turéty biti
250-600 mg.
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Bandymui pasirinkty koncentracijy terpiy ruosimas

18. Bandomaja cheming medziagg galima naudoti dejopai: jmaiSant | dirvozemj (Zr. 19-21 skirsnius) arba
padengiant ja dirvoZemio pavirSiy (Zr. 22-24 skirsnius). Tinkamo metodo pasirinkimas priklauso nuo
bandymo tikslo. Paprastai patartina bandomaja chemine medZiagg jmaisyti | dirvozemi, taciau vietoj to gali
reikéti ja naudoti taip, kaip jprasta pagal zemés Tkio praktika (pvz., purksti skysta preparata arba naudoti
specialius pesticidy preparatus, kaip antai granules ar sékly beicus). Tirpiklius, kurie naudojami dirvozemio
apdorojimui bandomgja chemine medziaga palengvinti, reikéty parinkti atsizvelgiant j nedidelj jy toksiskuma
sliekams; bandymo plane turi bati numatyta tinkama tirpiklio kontrolé (Zr. 27 skirsnj).

Bandomosios cheminés medZiagos jmaiSymas i dirvoZzemj
Vandenyje tirpi bandomoji cheminé medZiaga

19. Bandomosios cheminés medziagos tirpalas dejonizuotame vandenyje ruosiamas prie§ pat pradedant bandyma —
jo paruosiama tiek, kad pakakty visiems vienos koncentracijos kartotiniams bandiniams. Kad bty lengviau
ruodti bandomgji tirpalg, gali reikéti naudoti pagalbinj tirpikli. Naudinga paruosti tokj tirpalo kieki, kad jo
pakakty galutiniam dirvozemio drégniui (40-60 % didZiausio vandens jmirkio) pasiekti. Tirpalas kruop$ciai
sumaiSomas su dirvoZemio substratu prie§ dedant jj | bandymo inda.

Vandenyje netirpi bandomoji cheminé medZiaga

20. Bandomoji cheminé medZiaga iStirpinama maZame tinkamo organinio tirpiklio (pvz., acetono) kiekyje ir
uzpurskiama and trupuéio smulkaus kvarcinio smélio arba su juo sumaiSoma. Tirpiklis pasalinamas bent kelias
minutes garinant po traukos gaubtu, tada apdorotas smélis kruop$¢iai sumaiSomas su i§ anksto sudrékintu
dirbtiniu dirvozemiu, jpilama (reikiamas kiekis) dejonizuoto vandens, kad galutinis dirvoZemio drégnis siekty
40-60 % didziausio vandens imirkio, ir sumaiSoma. Taip apdorotas dirvoZemis yra paruostas déti | bandymo
indus. Reikéty turéti omenyje, kad kai kurie tirpikliai gali bati nuodingi sliekams.

Vandenyje ir organiniuose tirpikliuose netirpi bandomoji cheminé medZiaga

21. Paruosiamas misinys j 10 g smulkiai sumalto pramoninio kvarcinio smélio jdedant tokj bandomosios cheminés
medziagos kiekj, koks bitinas bandymui reikalingai koncentracijai dirvozemyje pasiekti. Gautas misinys
kruops¢iai sumaiSomas su i§ anksto sudrékintu dirbtiniu dirvoZemiu. Tada jpilama dejonizuoto vandens iki
reikiamo kiekio, kad galutinis dirvozemio drégnis biity 40-60 % didZiausio vandens jmirkio, ir sumaiSoma.
Taip paruostas dirvoZemis sudedamas j bandymo indus.

DirvoZemio pavirsiaus padengimas bandomgja chemine medZiaga

22. Dirvozemis apdorojamas i jj sudéjus sliekus. Pirmiausia bandymo indai pripildomi sudrékinto dirvozemio
substrato ir jo pavirSiuje padedami pasverti sliekai. Sveiki sliekai paprastai i8kart jsirausia j substrata, todél tuos,
kurie lieka paviriuje ilgiau kaip 15 minuciy, reikia laikyti paZeistais ir pakeisti kitais sliekais. Keic¢iant sliekus
kitais, naujus ir kei¢iamus sliekus reikéty pasverti, kad bandymo pradzioje bity Zinoma bendra gyvy
bandomosios grupés slieky masé ir bendra indo su sliekais masé.

23. Tada dedama bandomoji cheminé medziaga. Idéjus sliekus, reikéty palaukti pusvalandj (arba iki tol, kol slieky
neliks dirvoZemio pavirsiuje) pries apdorojant dirvoZzemj bandomaja medziaga, kad buty i§vengta bet kokio
tiesioginio jos salycio su gyviiny oda. Jeigu bandomoji cheminé medziaga yra pesticidas, gali reikéti ja uzpurksti
ant dirvoZemio pavirSiaus. Bandomaja cheming medziaga reikéty stengtis kuo tolygiau paskirstyti dirvoZemio
pavirsiuje naudojant tinkamg laboratorinj purskimo prietaisg, imituojant purskima laukuose. Prie§ naudojant
bandomaja chemine medziagg, bandymo indo dangtj reikéty nuimti ir pakeisti apsauginiu idéklu, kad
purskiamas skystis nepatekty ant indo sieneliy. Sj idéklg galima pasidaryti i§ kito bandymo indo su i§imtu
dugnu. Dedant bandomajg chemine medziaga, temperatara turéty bati 20 * 2 °C, o naudojant vandeninius
tirpalus, emulsijas arba dispersijas, dedamo vandens norma turéty biiti 600-800 pl/m2 Sig normg reikéty
patikrinti naudojant tinkamg kalibravimo jranga. Specialius preparatus, kaip antai granules ar sékly beicus,
reikéty tinkamai naudoti pagal Zemés tikio praktika.
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24. Bandymo indus reikéty vieng valandg palikti atidengtus, kad iSgaruoty visas kartu su bandomaja chemine
medziaga naudotas lakus tirpiklis, taciau saugoti, kad per tg laikg i§ bandymo indy neissliauzty sliekai.

PROCEDURA
Bandomosios ir kontrolinés grupés

25. Rekomenduojama j 500-600 g sausos dirbtinio dirvoZemio masés déti 10 slieky (t. y. vienam sliekui tenka 50—
60 g dirvozemio). Jeigu naudojami didesni dirvoZemio kiekiai, kaip antai per specialiais bidais naudojamy
pesticidy (pvz., sékly beicy) bandymus, reikéty palaikyti tokj santyki, pagal kurj vienam sliekui tekty 50-60 g
dirvozemio, atitinkamai didinant slieky skaiciy. [ kiekvieng kontrolinés ir bandomosios grupiy inda paruosiama
déti po 10 slieky. Sliekai nuplaunami vandeniu, nusausinami ir trumpam padedami ant sugeriamojo
popieriaus, siekiant pasalinti vandens pertekliy.

26. Kad skirstant sliekus | bandymo indus nebfity padaryta sisteminiy klaidy, reikéty nustatyti bandomosios
populiacijos vientisuma, atskirai pasveriant 20 atsitiktine tvarka atrinkty slieky i§ tos populiacijos, i§ kurios bus
imami sliekai bandymui. Isitikinus populiacijos vientisumu, atrinktos slieky grupés pasveriamos ir atsitiktine
tvarka paskirstomos i bandymo indus. Sudéjus bandymui atrinktus slickus, kiekviena bandymo indg reikéty
pasverti, siekiant uZztikrinti, kad blity Zinoma pradiné masé, taigi bity galima stebéti dirvozemio drégnj per
visg bandyma, kaip aprasyta 30 skirsnyje. Tada bandymo indai uzdengiami, kaip aprasyta 9 skirsnyje, ir
sudedami | bandymo kamers.

27. Tinkami kontroliniai bandiniai paruoSiami pagal kiekvieng i§ 18-24 skirsniuose apraSyty bandomosios
cheminés medziagos naudojimo metody. Ruosiant kontrolinius bandinius, taikomos tos pacios aprasytos
procediiros, i$skyrus tai, kad | juos nededama bandomosios cheminés medZiagos. Todél, kai tinka, |
kontrolinius bandinius dedama organiniy tirpikliy, kvarcinio smélio ar kity nesikliy tokiomis paciomis koncent-
racijomis (kiekiais), kaip ir { bandomosios grupés indus. Kai bandomoji cheminé medziaga dedama naudojant
tirpiklj ar kitg nesiklj, siekiant jsitikinti, kad nesiklis neturés poveikio bandymo rezultatui, taip pat reikéty
paruosti ir i$bandyti papildoma kontrolinj bandinj be nesiklio ir be bandomosios cheminés medziagos.

Bandymo salygos

28. Bandymas atlickamas 20 + 2 °C temperatiiroje. Atliekant bandymg reguliuojamas Sviesos ir tamsos ciklas
(geriausia, kad baty 16 val. $viesos ir 8 val. tamsos) ir palaikomas bandymo indy apsvietimas 400-800 Ix
Sviesa.

29. Bandymo indai bandymo metu neaeruojami, taciau jy dangciai turéty bati tokios konstrukcijos, kad per juos
vykty dujy apykaita, bet baty ribojamas drégmés garavimas (zr. 9 skirsnj).

30. Per visa bandyma palaikomas reikiamas vandens kiekis dirvoZemio substrate, bandymo indus reguliariai
pasveriant (be dangciy). Sumazéjes drégnis, kai reikia, atkuriamas jpilant dejonizuoto vandens. Vandens kiekis
induose nuo bandymo pradzios neturéty pakisti daugiau kaip 10 %.

Sérimas

31. Tinkamu laikomas bet koks kokybiskas pasaras, kuris, kaip jrodyta, tinka bent pastoviai slieky masei palaikyti
per bandyma. I§ patirties Zinoma, kad tinkamas pasaras yra aviZinés kruopos, karviy arba arkliy méslas.
Reikéty patikrinti ir jsitikinti, kad karvés arba arkliai, kuriy méslas naudojamas, néra gydomi vaistais ar
veikiami cheminiy medziagy, kaip antai augimg skatinan¢iy medziagy, nematocidy arba panasiy veterinariniy
vaisty, galin¢iy pakenkti sliekams per bandyma. Karviy mésla patartina rinkti patiems, nes i§ patirties Zinoma,
kad darzams tresti parduodamas karviy méslas slickams gali pakenkti. Méslas turéty bati iSdZiovintas ore,
smulkiai sumaltas ir prie§ naudojant pasterizuotas.

32. Kiekviena S$vieZiai paruo$to paSaro porcija, prie§ naudojant ja bandymui, reikéty paSerti bandymui
nenaudojamus sliekus, siekiant jsitikinti, kad pasaras yra tinkamos kokybés. Tuo pasaru paserty slieky augimas
ir kokony susidarymas neturéty sulététi, palyginti su kitais sliekais, laikomais substrate, i kurj naujojo pasaro
nedéta (tokiomis sglygomis, kaip nurodyta pagal C.8 bandymo metodg (4)).
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33. Pasaro pirma karta duodama praéjus vienai dienai po to, kai jleisti sliekai ir dirvozemis apdorotas bandomaja
chemine medziaga. Mazdaug 5 g pasaro paskleidziama dirvozemio pavirSiuje kiekviename inde ir sudrékinama
dejonizuotu vandeniu (j kiekvieng indg jpilama po 5-6 ml). Véliau per 4 savai¢iy bandymo laikotarpj pasaro
duodama kartg per savaite. Jei lieka nesuvartoto pasaro, davinj reikéty sumazinti, kad nejsiveisty grybeliy arba
pelésiy. Suauge sliekai i§ dirvoZemio iSimami 28 bandymo diena, tada i kiekvieng bandymo indg jdedama dar
po 5 g pasaro. Likusias 4 bandymo savaites sliekai papildomai neSeriami.

Tinkamy bandomosios medZiagos koncentracijy pasirinkimas

34. Turint i$ankstiniy Ziniy apie bandomosios cheminés medziagos toksiskumg (pvz., atlikus dmaus toksiskumo
bandyma (4) ir (arba) intervalo nustatymo tyrimus), turéty bati lengviau pasirinkti bandymui tinkamas jos
koncentracijas. Kai reikia, atlickamas intervalo nustatymo bandymas pasirinkus, pvz., penkias bandomosios
medZiagos koncentracijas — 0,1, 1,0, 10, 100 ir 1 000 mg vienam sauso dirvoZemio masés kilogramui.
Kiekvienoje bandomojoje ir kontrolinéje grupéje pakanka paruodti po vieng kartotinj bandinj. Intervalo
nustatymo bandymas trunka dvi savaites, o gaiStamumas jvertinamas baigus bandyma.

Bandymo planas

35. Kadangi per §j bandyma nejmanoma taikyti vienos bendros statistikos sistemos, pagal §j bandymo metoda
galima nustatyti NOEC ir EC,. Reguliavimo institucijos netolimoje ateityje tikriausiai pradés reikalauti nustatyti
NOEC, o EC, vertés netrukus gali biiti pradétos placiau naudoti dél statistiniy ir ekologiniy priezas¢iy. Todél,
remiantis rekomendacijomis, pateiktomis atlikus tarplaboratorinj bandyma pagal enchitréjy reprodukcijos
bandymo metoda, silomi trys bandymo planai (17).

36. Nustatant koncentracijy intervalg biitina turéti omenyje siuos dalykus:

— nustatant NOEC, reikéty bandymui rinktis bent penkias arba dvylika koncentracijos verciy, iSdéstyty
geometrine progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis kiekvienos bandymui pasirinktos koncent-
racijos kartotinius bandinius ir dar astuonis kontrolinius bandinius. Pasirinktos koncentracijos vertés turéty
skirtis pastoviu santykiu, nevir$ijanciu 2,0;

— nustatant EC, (pvz., EC,,, EC,,), rekomenduojama parinkti tinkamg koncentracijy skai¢iy, kad baty gauti
maziausiai keturi statistiSkai pakankamai skirtingi vidutiniai atsakai i ty koncentracijy poveiki. Rekomen-
duojama paruosti bent po du kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos kartotinius bandinius ir $esis
kontrolinius kartotinius bandinius. Koncentracijos gali skirtis jvairiu santykiu, kuris, pvz., gali baiti maZesnis
ar lygus 1,8 tikétino poveikio intervale arba virsyti 1,8, esant didesnéms arba mazesnéms koncentracijoms;

— NOEC ir EC, galima kartu nustatyti pagal bendra metody. Pagal jj turéty bati astuonios bandomosios
medziagos koncentracijos, i§déstytos geometrine progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis
kiekvienos koncentracijos kartotinius bandinius, taip pat astuonis kontrolinius bandinius. Pasirinktos
koncentracijos vertés turéty skirtis pastoviu santykiu, nevirijanc¢iu 1.8.

Bandymo trukmé ir matavimai

37. 28 bandymo dieng gyvi suauge sliekai apZiGrimi ir suskai¢iuojami. Taip pat apraSomi bet kokie nejprasti
elgsenos pokyciai (pvz., sliekai nejstengia jsirausti j dirvozemj arba guli nejudédami) ir morfologiniai poky¢iai
(pvz., atviros Zaizdos). Tada visi suaugg sliekai i§imami i§ bandymo indy, suskai¢iuojami ir pasveriami. Gali bati
lengviau surasti suaugusius sliekus, jeigu prie§ vertinima dirvoZemis su sliekais perpilamas i $vary padékla. I§
dirvozemio iSimtus sliekus prie§ sveriant reikéty nuplauti (dejonizuotu vandeniu), tada pasalinti vandens
pertekliy, trumpam padedant sliekus ant filtravimo popieriaus. Visi tuo metu nerasti sliekai uZraSomi kaip
negyvi, nes reikia manyti, kad jie iki vertinimo nugaiSo ir suiro.

38. Jeigu dirvoZemis buvo iSimtas i§ indy, jis sudedamas atgal (be suaugusiy slieky, bet su visais jame esanciais
kokonais), tada dar keturias savaites inkubuojamas tomis paciomis bandymo sglygomis, taciau pasaro duodama
tik vieng karta $io bandymo etapo pradzioje (Zr. 33 skirsnj).
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39. Antrajam 4 savaiCiy laikotarpiui pasibaigus, pagal 5 priedélyje aprasytas procediras nustatomas i§ bandymui
naudotame dirvozemyje buvusiy kokony issiritusiy jaunikliy skaicius ir kokony skaiius. Taip pat turéty biti
aprasyti bet kokios per visg bandymo laikotarpj sliekams padarytos Zalos ar pazeidimo poZymiai.

Riby nustatymo bandymas

40. Jeigu jokio bandomosios medziagos poveikio nenustatoma esant didZiausiai jos koncentracijai (t. y. 1 000 mg/
kg) per intervalo nustatymo bandyma, reprodukcijos bandyma reikéty atlikti kaip riby nustatymo bandyma,
pasirinkus 1 000 mgfkg koncentracijg. Per riby nustatymo bandyma bus galima jrodyti, kad poveikio
reprodukcijai NOEC virsija ribing koncentracijg, ir kartu bandymui panaudoti minimaly slieky kieki. Reikéty
paruosti po astuonis tick bandomaja medziaga apdoroto dirvozemio, tiek kontrolinius kartotinius bandinius.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Rezultaty tvarkymas

41. Neskaitant 6 priedélyje pateiktos apzvalgos, pagal §j bandymo metoda konkreciai nenurodoma, kaip reikéty
atlikti statisting bandymo rezultaty analiz.

42. Viena vertinamoji baigtis yra gaiStamumas. Tadiau taip pat reikéty aprasyti suaugusiy slieky elgsenos poky¢ius
(pvz., sliekai nejstengia jsirausti j dirvozemj arba nejudédami guli prisislieje prie stiklinés bandymo indo sienos),
morfologinius poky¢ius (pvz., atviras Zaizdas) ir ar yra jaunikliy. Nustatant LC,, paprastai reikéty atlikti probito
analize (18) arba logistine regresine analize. TaCiau tais atvejais, kai $is analizés metodas netinka (pvz., jeigu yra
maziau nei trys koncentracijos, kurioms esant dalis gyviiny Ziista), galima taikyti alternatyvius metodus; tai gali
bati slankiyjy vidurkiy metodas (19), sutrumpintas Spearman-Karber metodas (20) arba paprastoji interpoliacija
(pvz., LC, ir LC,,, geometrinis vidurkis apskai¢iuojamas LC, kvadrating Saknj dauginant i§ LC, ).

43. Kita vertinamoji baigtis yra vislumas (t. y. atvesty jaunikliy skaicius), taciau $io bandymo, kaip ir intervalo
nustatymo bandymo, galutinéje ataskaitoje reikéty aprasyti ir visus kitus kenksmingo poveikio slickams
pozymius. Atliekant statisting analize bitina apskaiCiuoti kiekvienos bandomosios ir kontrolinés grupés
reprodukcijos aritmetinj vidurkj X ir standartinj nuokrypi.

44. Atlikus dispersing analizg, standartinj nuokrypj s ir laisvés laipsnius df galima pakeisti suminiu dispersijos
jver¢iu, gautu taikant ANOVA metodg ir, atitinkamai, jo laisvés laipsnius, jeigu dispersija nepriklauso nuo
koncentracijos. Tokiu atveju naudokite bendras kontroliniy ir bandomyjy grupiy dispersijos vertes. Sios vertés
paprastai apskai¢iuojamos naudojant komercing statistikos programing jranga, kickvieno indo rezultatus
naudojant kaip kartotinio bandinio rezultatus. Jeigu atrodo, kad galima pagristai sujungti neigiamy ir tirpiklio
kontroliniy bandiniy duomenis, uzuot testams naudojus tik kuriuos nors i3 jy, reikéty testais nustatyti, kad tarp
jy néra reik§mingo skirtumo (dél tinkamo testo Zr. 47 skirsnj ir 6 priedélj).

45. Tolesni statistiniai testai ir i§vados priklauso nuo to, ar kartotiniy bandiniy vertés sudaro normaluyjj skirstinj ir
ar jy dispersija yra vienalyté.

NOEC vertinimas

46. Turéty buti taikomi patikimi statistiniai kriterijai. Reikéty naudoti, pvz. i§ ankstesnés tarplaboratoriniy
bandymy patirties arba kity ankstesniy duomeny gauty informacija apie tai, ar duomenys mazdaug sudaro
normalyji skirstinj. Labiau lemiamg reik§me turi dispersijos vienalytiSkumas (homoskedastija). I$ patirties
7zinoma, kad dispersija daznai didéja, didéjant vidurkiui. Siais atvejais duomeny transformavimas gali lemti
homoskedastijg. Taciau toks transformavimas turéty bati pagristas ankstesniy duomeny tvarkymo patirtimi, o
ne tiriamais duomenimis. Turint vienaly¢ius duomenis, reikéty taikyti kelis t kriterijus, kaip antai Williams
kriterijy (a = 0,05, vienpusis) (21), (22) arba, kai kuriais atvejais, Dunnett kriterijy (23), (24). Pazymétina, kad
netolygios replikacijos atveju lenteléje nurodytas t vertes biitina pataisyti, kaip tai sitilo Dunnett ir Williams.
Kartais dél didelés variacijos atsakai didéja arba maZzéja netolygiai. Siuo atveju, jeigu labai nukrypta nuo
monotoniskumo, labiau tinka taikyti Dunnett kriterijy. Jeigu nukrypstama nuo homoskedastijos, gali bati
pagrista atidziau itirti galimg poveikj dispersijoms siekiant nuspresti, ar taikant t kriterijus per daug
nesumazéty patikimumas (25). Kitu atveju galima taikyti daugybini U kriterijy, pvz., Bonferroni U kriterijy
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pagal Holm (26), arba, kai Siems duomenims badinga heteroskedastija, taciau kitais atZvilgiais jie atitinka
monotonisky dozés ir atsako santyki, — bet kokj kita neparametrinj kriterijy (pvz., Jonckheere-Terpstra (27),
(28) arba Shirley (29), (30)), ir apskritai jam teiktina pirmenybé pries nelygios dispersijos t kriterijus (taip pat
zr. 6 priedélyje pateikty schema).

47. Jeigu atliktas riby nustatymo bandymas ir tenkinamos parametrinio kriterijaus procediry taikymo
(normalumo, vienalytiskumo) salygos, galima taikyti porinj Student t kriterijy arba, kitu atveju, U kriterijaus
procediira pagal Mann ir Whitney (31).

ECx vertinimas

48. Apskaiciuojant bet kokig EC, verte, kiekvienos bandomosios grupés vidurkiai naudojami atliekant (tiesinés arba
netiesinés) regresijos analiz¢ po to, kai gaunama tinkama dozés ir atsako santykio funkcija. Siekiant gauti slicky
augimg kaip nenutriikstamg atsakg, EC_ vertes galima nustatyti atliekant tinkamg regresing analizg¢ (32). Tarp
dvireik§miams kintamiesiems (gaiStamumas arba i§gyvenimas) ir atsivesty jaunikliy skai¢ius tinkamy funkcijy
yra jprastos sigmoidinés, logistinés arba Weibull funkcijos su dviem ar keturiais parametrais, i§ kuriy kai kurie
taip pat gali sudaryti hormetinius atsakus. Jeigu dozés ir atsako funkcija buvo pritaikyta atlikus tiesinés
regresijos analize, prie§ vertinant EC,, kartu su regresine analize turéty bati nustatytas reikSmingas r? (determi-
nacijos koeficiento) dydis ir (arba) nuolydis, jrasant x % atitinkancig kontrolinés grupés vidurkio verte i lygti,
sudaryta atlikus regresing analize. 95 % pasikliovimo ribos apskai¢iuojamos pagal Fieller (cituojama Finney
(18)) arba kitais tinkamais Siuolaikiniais metodais.

49. Kitu atveju atsakas modeliuojamas kaip pavyzdinio parametro procentinis dydis arba proporcija, aiskinama
kaip vidutinis kontrolinés grupés atsakas. Siais atvejais jprasta (logistine, Weibull) sigmoidine kreive daznai
galima lengvai pritaikyti rezultatams pagal probito regresijos procediirg (18). Tokiais atvejais svoriné funkcija
turi bati pritaikyta metriniams atsakams, kaip nurodo Christensen (33). TaCiau pastebéjus hormezg, probito
analize reikéty pakeisti keturiy parametry logistine arba Weibull funkcija, pritaikyta pagal netiesinés regresijos
procediirg (34). Jeigu duomenims nejmanoma pritaikyti tinkamos dozés ir atsako funkcijos, galima rinktis
alternatyvius EC_ ir jos pasikliovimo riby vertinimo metodus, kaip antai slankiyjy vidurkiy metodg pagal
Thompson (19) ir sutrumpintg Spearman-Karber procediirg (20).

BANDYMO ATASKAITA

50. Bandymo ataskaitoje turi bati pateikta toliau nurodyta informacija.
Bandomoji cheminé medZiaga
— Tikslus bandomosios cheminés medziagos apibadinimas, jos partija, siunta, CAS numeris, grynumas.

o+ tirpumas vandenyje, gary slégis, Henrio désnio
konstanta (H) ir informacija apie jos isliekamumg bei elgseng aplinkoje).

— Bandomosios cheminés medziagos savybés (pvz., log K,

Bandomieji organizmai

— Naudojami bandomieji gyviinai: rtsis, mokslinis pavadinimas, 3altinis, i§ kurio gauti organizmai, ir jy
veisimo salygos.

— Bandomuyjy organizmy amzZius, jy dydzio (masés) intervalas.

Bandymo sglygos

— Informacija apie bandymui naudojamo dirvoZemio paruo$img.

— DidZiausias dirvoZzemio vandens jmirkis.

— Dirvozemio apdorojimo bandomgja chemine medziaga metodo apraSymas.

— Informacija apie kartu su bandomgja chemine medziaga naudojamas pagalbines chemines medZiagas.
— Kai tinka, naudojamos purskimo jrangos kalibravimo duomenys.

— Bandymo plano ir eigos apraymas.

— Bandymo indy dydis ir bandymui naudojamo dirvozZemio tris.

— Bandymo salygos: $viesos stipris, §viesos ir tamsos cikly trukmé, temperatiira.
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— Sérimo tvarkos aprasymas, bandymui naudojamo pasaro riisis ir kiekis, $érimo dienos.

— Dirvozemio pH ir jame esancio vandens kiekis bandymo pradzioje ir pabaigoje.

Bandymo rezultatai

— Suaugusiy slieky gaiStamumas ( %), nustatytas kiekviename bandymo inde po pirmyjy 4 bandymo savaiciy.

— Pradedant bandymg kiekviename bandymo inde buvusiy suaugusiy slieky bendra masé.

— Gyvy suaugusiy slieky kiino masés pokytis (pradinés masés proc.), nustatytas kiekviename bandymo inde
po pirmyjy keturiy bandymo savaiciy.

— Kiekviename bandymo inde atsivesty jaunikliy skai¢ius bandymo pabaigoje.

— Pastebimy ar patologiniy simptomy arba reikSmingy elgsenos poky¢iy apibadinimas.

— Bandymui naudojant etaloning chemine medZiaga gauti rezultatai.

— Poveikio reprodukcijai LC,,, NOEC ir (arba) EC, (pvz., ECy,, EC,,), jeigu nustatytos kurios nors i§ $iy verciy,
kartu su pasikliautinaisiais intervalais, ir grafikas su pritaikytu modeliu, naudotu joms apskaic¢iuoti, taip pat
visa informacija bei pastabos, galin¢ios padéti aikinti gautus rezultatus.

— Dozés ir atsako santykio grafikas.

— Kiekvieno bandymo indo rezultatai.

Ataskaitoje taip pat turéty bati apraSyti bet kokie nukrypimai nuo nustatyty pagal §i bandymo metoda

atliekamy procediiry ir bet kokie per bandyma pastebéti nenumatyti reiskiniai.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy savoky apibréztys.
Cheminé medziaga — medziaga arba misinys.

EC, (x % poveiki sukelianti poveikio koncentracija) — bandomosios medziagos koncentracija, kuriai esant
bandomieji organizmai patiria x % poveikj per atitinkamga tos medziagos veikimo laikotarpi, palyginti su kontroliniu
bandiniu. Pavyzdziui, EC,, yra koncentracija, kuri, kaip jvertinta, iki bandymo vertinamosios baigties per nustatyta
bandomosios medziagos veikimo laikotarpi paveikia 50 % atitinkamos populiacijos. Atliekant §j bandyma poveikio
koncentracijos iSreiskiamos kaip bandomosios cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo
dirvozemio sausosios medziagos mase.

LC, (nemirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant per atitinkama
laikotarpj neZista jokie jos veikiami bandomieji organizmai. Atliekant §j bandyma LC, iSreiskiama kaip bandomosios
cheminés medZiagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvozemio sausosios medziagos mase.

LC,, (vidutiné mirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant per atitinkamga
laikotarpj Ziista 50 % jos veikiamy organizmy. Atliekant §j bandyma LC,, isreiskiama kaip bandomosios cheminés
medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvozemio sausosios medziagos mase arba kaip bandomosios
cheminés medziagos masé, tenkanti vienetiniam dirvoZemio plotui.

LC,,, (visiS8kai mirtina koncentracija) — bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuriai esant per atitinkama
laikotarpj Zziista 100 % jos veikiamy bandomyjy organizmy. Atliekant §j bandymag LC,,, iSreiskiama kaip
bandomosios cheminés medziagos santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medziagos mase.

LOEC (maziausia pastebéto poveikio koncentracija) — maZiausia statistiSkai reik§minga poveikj (p < 0,05) turinti
bandomosios cheminés medZziagos koncentracija. Atliekant §j bandyma LOEC isreiskiama kaip bandomosios
cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo dirvoZemio sausosios medZiagos mase arba kaip
bandomosios cheminés medziagos masé, tenkanti vienetiniam dirvoZemio plotui. Esant visoms bandomosios
medziagos koncentracijoms, kurios yra didesnés negu LOEC, paprastai turéty bati patirtas statistiSkai reik§mingas
poveikis, palyginti su kontroline grupe. Bet kokius nukrypimus nuo $ios tvarkos biitina pagristi bandymo ataskaitoje.

NOEC (nepastebéto poveikio koncentracija) — didZiausia bandomosios cheminés medziagos koncentracija, kuri yra
tik truputj mazesné negu LOEC ir kuriai esant jokio poveikio nepastebéta. Atliekant §j bandyma, NOEC atitinkanti
koncentracija per nustatytg veikimo laikotarpi nepadaro statistiskai reik§mingo poveikio (p < 0,05), palyginti su
kontroline grupe.

Reprodukcijos sparta — per bandymo laikotarpj atsivesty jaunikliy vidutinis skai¢ius, tenkantis tam tikram
suaugusiy slieky skaiciui.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metodg tiriama cheminé medziaga arba misinys.
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2 priedélis

DidZiausio dirvoZemio vandens jmirkio nustatymas

Nustatyta, kad didZiausiam dirvoZemio vandens jmirkiui jvertinti tinka $is metodas, apibidintas standarto
ISO DIS 11268-2 C priede (1).

Paimkite nustatyta bandomojo dirvoZemio substrato kiekj (pvz., 5 g) naudodami éminiams imti tinkamg prietaisa
(vamzdelj su jvijomis ar kt.). Vamzdelio apacig uzdenkite filtravimo popieriaus lapu ir, pripildg jj vandens, pastatykite
ant stovo vandens voneléje. Vamzdelis turéty laipsniSkai panirti, kol vanduo apsems dirvoZemio pavirsiy, tada jj
reikéty palikti vandenyje mazdaug 3 val. Kadangi ne visas j dirvoZemio poras jsigéres vanduo gali biiti sulaikytas
jame, reikéty palikti dirvoZzemio éminj dviem valandoms, kad pasialinty vandens perteklius, padéjus vamzdelj ant
pasverti, prie§ tai i§dZiovinus iki pastovios masés 105 °C temperatiiroje. Vandens jmirkj tada galima apskaiciuoti
taip:

Vandens jmirkis (sausosios medziagos masés %) =

Sioje formuléje:

S = vandeniu sumirkes substratas + vamzdelio masé + filtravimo popieriaus masé
T = tara (vamzdelio masé + filtravimo popieriaus masé)
D = sauso substrato masé

NUORODA

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

DirvoZemio PH nustatymas

Sis dirvozemio pH nustatymo metodas yra pagristas standarte ISO DIS 10390 (DirvoZemio kokybé. pH nustatymas)
pateiktu aprasymu (1).

Tam tikras nustatytas dirvozemio kiekis maziausiai 12 valandy dZiovinamas kambario temperatiiroje. Tada i§ $io
dirvoZzemio paruo$iama penkis kartus didesnio tirio suspensija (joje turi biti maziausiai 5 g dirvoZemio) naudojant
1 M analiziskai gryno kalio chlorido (KCl) arba 0,01 M analizi$kai gryno kalcio chlorido (CaCl)) tirpalg. Tada
suspensija penkias minutes kruops¢iai purtoma, po to palickama nusistovéti maziausiai 2 valandas, bet ne ilgiau kaip
24 valandas. Tada iSmatuojamas skystosios fazés pH naudojant pH matuoklj, kuris pries kiekvieng matavima
kalibruojamas naudojant tinkamga buferiniy tirpaly (pvz., pH = 4,0 ir 7,0) serija.

NUORODA

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

Eisenia fetida ir Eisenia andrei riisiy slieky kultiiry auginimas

Siy riisiy sliekus geriausia veisti reguliuojamo klimato kameroje palaikant 20 + 2 °C temperatiira. Esant $iai
temperatiirai, gaudami pakankamai pasaro, sliekai subresta per mazdaug 2-3 ménesius.

Abiejy riisiy sliekus galima auginti jvairiy rasiy gyvininése atlickose. Rekomenduojama naudoti i§ arkliy ar galvijy
méslo ir durpiy (santykiu 50:50) paruo$ta auginimo terpe. Reikéty patikrinti ir isitikinti, kad karvés arba arkliai,
kuriy méslas naudojamas, néra gydomi vaistais ar veikiami cheminiy medZziagy, kaip antai augima skatinanciy
medziagy, nematocidy arba panasiy veterinariniy vaisty, galin¢iy pakenkti sliekams per bandymg. Mésla patartina
rinkti patiems i§ ekologiniy tkiy, nes i§ patirties Zinoma, kad darZams tresti parduodamas méslas sliekams gali
pakenkti. Terpés pH verté turéty biiti mazdaug 6-7 (tikslinama naudojant kalcio karbonatg), joninis laidis turéty bati
mazas (maZesné negu 6 mS/cm arba 0,5 % drusky koncentracija) ir ji neturéty biti per daug uZterSta amoniaku ar
gyviny $lapimu. Substratas turéty bati drégnas, bet ne per $lapias. Sliekams veisti tinka naudoti 10-50 litry talpos
dézes.

Siekiant gauti vienodo standartinio amZiaus ir dydzio (masés) sliekus, geriausia i$siauginti jy kultira i§ kokony.
[veista kultdra toliau priziGirima 14-28 paroms jleidZiant suaugusius sliekus | veisimui skirta déze su $vieziu
substratu, kad susidaryty dar daugiau kokony. Tada suauge individai iSimami, o i§ kokony issirit¢ jaunikliai
naudojami naujai kultarai veisti. Sliekai nepaliaujamai Seriami gyvaninémis atliekomis ir kartkartémis perkeliami {
§viezig substraty. I§ patirties Zinoma, kad tinkamas paSaras yra ore iSdziovintas smulkiai sumaltas karviy ar arkliy
méslas arba avizinés kruopos. Reikéty jsitikinti, kad karvés arba arkliai, kuriy meéslas naudojamas, néra gydomi
vaistais ar veikiami cheminiy, kaip antai augima skatinanciy, medziagy, galin¢iy pakenkti ilga laikg auginamoms
slieky kultdroms. I$ kokony issirite sliekai naudojami bandymams, kai jie yra 2-12 ménesiy amziaus ir laikomi
suaugusiais individais.

Sliekus galima laikyti sveikais, jeigu jie rausiasi substrate, nemégina i§ jo iS8liauzti ir nepaliaujamai dauginasi. Jeigu
sliekai juda labai létai ir jy uZpakalinis galas pageltes, tai reiskia, kad substratas yra iSeikvotas. Siuo atveju rekomen-
duojama jdéti §viezio substrato ir (arba) sumazinti slieky tankj substrate.
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5 priedélis

IS kokony iSsiritusiy jaunikliy slieky skai¢iavimo metodai

I§ dirvozemio substrato i§imty slieky rasiavimas rankiniu badu labai ilgai trunka, todél vietoj to sitiloma taikyti du
alternatyvius metodus.

a) Bandymo indai jdedami j vandens vonelg, kurioje vandens temperatira i§ pradziy yra 40 °C, taCiau pamazu
didinama iki 60 °C. Po mazdaug 20 minuciy jaunikliai sliekai turéty pasirodyti dirvoZemio pavirSiuje ir tada juos
lengva i$imti ir suskaiciuoti.

b) Bandymui naudotg dirvozemj galima perplauti per sieta pagal K. van Gestel ir kt. sukurtg metodg (1), jeigu i
dirvozemj détos durpés ir méslas arba avizinés kruopos buvo smulkiai sumalti. Du 0,5 mm dydzio akuciy
(30 cm skersmens) sietai padedami vienas ant kito, tada bandymo indo turinys perplaunamas per sietus stipria
srove leidZiant vandenj i§ ¢iaupo. Taip dauguma jauny slieky ir kokony lieka vir§utiniame siete. [sidémétina, kad
visas vir§utinio sieto pavir$ius per $ig procediirg turéty bati $lapias, kad jaunikliai sliekai pladuriuoty susidariusios
vandens plévelés pavirsiuje ir negaléty issliauZti per sieto akutes. Geriausi rezultatai gaunami leidZiant vandenj per
duso antgalj.

Per sietg perplovus visa dirvozemio substrata, slieky jauniklius ir kokonus nuo vir§utinio sieto galima nuplauti j
dubenj. Tada dubens turinys paliekamas nusistovéti, kad tusti kokonai i§plaukty j vandens pavirsiy, o pilni kokonai ir
jauni sliekai nugrimzty j dugna. Po to stovintj vandenj galima nupilti, o jaunus sliekus ir kokonus perkelti i Petri
lekstele, kurioje jpilta truputj vandens. I3 jos sliekus galima i$imti naudojant adata arba pincetg ir suskai¢iuoti.

I§ patirties Zinoma, kad a metodas yra tinkamesnis rinkti jaunikliams sliekams, kurie gali bati iplauti net per
0,5 mm dydzio akuciy sietg.

Visada reikéty nustatyti pasirinkto metodo, pagal kurj sliekai (ir, kai tinka, slieky kokonai) i§renkami i§ dirvoZemio

substrato, efektyvuma. Jeigu slieky jaunikliai renkami ir ri$iuojami rankomis, patartina taip po du kartus apdoroti
visus bandinius.

NUORODA

(1) Van Gestel, C.AM., W.A. van Dis, EM. van Breemen, PM. Sparenburg (1988). Comparison of two methods
determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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Parametriniai kriterijai
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6 priedélis

Neparametriniai kriterijai
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Yrabent 4 kiekvienos Ne | Statistiniy kriterijy
* dozes kartotiniai tajkyt] nepatartina
bandiniai?
|
1 Taip
Yra papildomas tirpiklio Taip | Abukontroliniai
kontrolinis bandinys? bandiniai vienodi?
U kriterijus
Taip I Ne
¥+
Ne Abu kontrolinius Kontrolinis bandinys
bandinius galima be tirpiklio nejtrau-
sujungti kiamas
! %
* ¥
Bonferroni U kriterijus
Jonckheere-Terpstra kriterijus
Shirley kriterijus
Dunn kriterijus




2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 54/137

C.34. ANAEROBINIJ BAKTERIJy AKTYVUMO SLOPINIMO NUSTATYMAS. ANAEROBISKAI
(NUOTEKAS) SKAIDANCIO DUMBLO DUJUY ISSKYRIMO SUMAZEJIMAS

JVADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 224 (2007). | vandens aplinkg isleidziamos
cheminés medziagos prasiskverbia per aerobing ir anaerobing¢ zonas, kuriose jos gali bati suskaidytos ir (arba)
gali slopinti bakterijy aktyvuma; kai kada jos gali likti nejudinamos anaerobinése zonose istisus desimtmecius ir
ilgiau. Pirmojo etapo valymas — pirminis nusodinimas — nuoteky valymo jrenginyje yra aerobinis procesas,
vykstantis pavir§iniame skystyje, ir anaerobinis procesas dumblo nuosédose. Antrajame etape nuotekos
apdorojamos aerobinéje zonoje, kuri yra aktyviojo dumblo aeracijos rezervuare, ir anaerobinéje zonoje —
dumblo nuosédose antrinio nusodinimo rezervuare. Per abu Siuos etapus gautas dumblas paprastai
anaerobiskai apdorojamas ir i§skiria metang bei anglies dioksida, kurie jprastai naudojami elektros energijos
gamybai. [leistos j aplinkg cheminés medziagos, patekusios i jlanky, estuarijy ar jiry dugno nuosédas, gali
neribota laikg likti tose anaerobinése zonose, jeigu néra biologiskai skaidzios. Tikétina, kad | tas zonas patenka
didesni kai kuriy cheminiy medziagy kiekiai dél jy fizikiniy savybiy, kaip antai maZo tirpumo vandenyje,
didelés jgerties (adsorbcijos) j suspenduotas kietgsias medziagas ir acrobinio biologinio neskaidumo.

2. Pageidautina, kad j aplinka i$leidziamos cheminés medziagos bty biologiskai skaidZios tiek aerobinémis, tiek
anaerobinémis sglygomis, taciau itin svarbu, kad tokios medziagos neslopinty mikroorganizmy aktyvumo né
vienoje i§ Siy zony. Zinomi keli atvejai Jungtinéje Karalystéje, kai metano iSskyrima visiskai nuslopino,
pavyzdzZiui, pramoninése nuotekose buves pentachlorfenolis, todél teko organizuoti labai brangiai kainavusj
nuslopinto dumblo gabenimg i§ metantanky j ,saugias” vietas ir ,sveiko“ nuotekas skaidancio dumblo atvezima
i§ gretimy jrenginiy. Tadiau bita ir daug kity atvejy, kai nuoteky skaidymo procesus kiek maziau sutrikdé
kelios kitos cheminés medziagos, tarp jy alifatiniai angliavandeniliai (naudojami sausajam valymui) ir plovikliai,
dél kuriy labai sumaZzéjo nuoteky skaidymo metantanky efektyvumas.

3. Bakterijy aktyvumo (aktyviojo dumblo kvépavimo) slopinimas tiriamas pagal vienintelj bandymo metoda
C.11 (1), pagal kurj vertinamas bandomuyjy cheminiy medziagy poveikis deguonies sugerties spartai substrate.
Sis metodas placiai taikomas siekiant i§ anksto perspéti apie galima kenksminga cheminiy medziagy poveikj
aerobiniam nuoteky valymui, taip pat nustatyti neslopinancias bandomyjy cheminiy medziagy koncentracijas,
tinkamas jvairiems biologinio skaidumo bandymams. Pagal C.43 bandymo metoda (2) galima i§ dalies nustatyti
bandomosios cheminés medziagos toksiskumg anaerobinio dumblo dujy iskyrimui, jo kietasias medziagas
atskiedziant iki 1/10 jprastos koncentracijos, kad baty pasiektas reikiamas procentinio biologinio skaidumo
vertinimo tikslumas. Kadangi atskiestas dumblas gali jautriau reaguoti i slopinancias chemines medziagas, ISO
grupé nusprendé parengti metoda, pagal kurj biity naudojamas neskiestas dumblas. Buvo i$nagrinéti maziausiai
trys mokslo darbai (i§ Danijos, Vokietijos ir Jungtinés Karalystés) ir galiausiai parengti du ISO standartai — pagal
viena 1§ jy, ISO 13 641-1 (3), naudojamas neskiestas dumblas, o pagal kita — ISO 13 641-2 (4) — iki 1/100
atskiestas dumblas; toks santykis atitinka dumblg ir dugnines nuosédas su nedidelémis bakterijy populiacijomis.
Pagal abu metodus buvo atliktas tarplaboratorinis bandymas (5); pirmasis i§ iy standarty buvo patvirtintas
kaip tinkamas, taciau dél antrojo nesutarta. Jungtinés Karalystés manymu, kadangi nemazai bandymo dalyviy
pranesé, jog dujy susidaré labai nedaug arba jy visai nebuvo, nes procentiné dujoms skirta erdvés dalis buvo
per didelé (75 %) optimaliam jautriui, §{ metoda reikia tirti papildomai.

4. Ankstesniuose Jungtinés Karalystés mokslo darbuose (6), (7) apraSytas manometrinis metodas, pagal kurj
naudotas neskiestas nuotekas skaidantis dumblas ir Zaliy nuoteky dumblas kaip substratas 500 ml tirio
kolbose; tokio bandymo aparatiira buvo nepatogi naudoti, o Zalio dumblo dvokas nepakenciamas. Véliau
Wilson ir kt. (10) sékmingai pritaiké bandymams kompaktiskesnj ir patogesnj Shelton ir Tiedje aparata (8),
patobulintg Battersby ir Wilson (9). Kawahara ir kt. (11) laboratorijoje sé¢kmingai paruos¢ labiau standartizuotus
dumblo éminius, skirtus naudoti jvairiy cheminiy medziagy anaerobinio biologinio skaidumo ir slopinamojo
poveikio bandymams. Taip pat Zalio dumblo substratas bandymams pakeistas iki 1/100 atskiestu anaerobiniu
dumblu arba mazo bakterijy aktyvumo dumblu, dugninémis nuosédomis ir kt.

5. Pagal §i metoda galima gauti informacijos, naudingos prognozuojant tikéting bandomosios cheminés
medziagos poveiki dujy susidarymui anaerobiniuose metantankuose. Taciau tik atliekant ilgesnius bandymus,
per kuriuos tiksliau modeliuojamas metantanky veikimas, galima nustatyti, ar mikroorganizmai geba
prisitaikyti prie bandomosios cheminés medziagos ir ar { dumblg arba dumblo pavirsiy linkusios isigerti
cheminés medziagos gali jame susikaupti iki toksiskos koncentracijos per ilgesni laika, negu trunka $is
bandymas.
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BANDYMO PRINCIPAS

Anaerobiskai nuotekas skaidanc¢io dumblo (i§ viso 20-40 g/l kietyjy medziagy) ir skaidaus substrato tirpalo
miinio alikvotinés dalys sandariai uzdarytuose induose iki 3 dieny inkubuojamos atskirai ir kartu su ivairiy
koncentracijy bandomaja chemine medziaga. I$siskyrusiy (metano ir anglies dioksido) dujy kiekis matuojamas
pagal slégio padidéjimg (iSreikstg paskaliais, Pa) buteliuose. Ivairiy bandomosios cheminés medziagos koncent-
racijy sukeltas dujy iSskyrimo slopinimas procentais apskai¢iuojamas pagal atitinkamuose bandymo ir
kontrolinés grupés buteliuose susidariusiy dujy kiekius. EC,, ir kitos efektyviosios koncentracijos apskai-
¢iuojamos pagal grafikus, kuriuose procentinis slopinimo lygis parodomas kaip bandomyjy cheminiy medziagy
koncentracijos, arba, ipras¢iau, jos logaritmo funkcija.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

Bandomosios cheminés medziagos paprastai turéty bati naudojamos paciu gryniausiu pavidalu, kokiu
jmanoma jas gauti, nes kai kuriose cheminése medziagose esancios priemaiSos, kaip antai chlorfenoliai, gali
bati kur kas toksiskesnés nei pati bandomoji cheminé medZiaga. Taciau reikéty apsvarstyti, ar tinka bandyti
chemines medziagas tokiu pavidalu, kokiu jos gaminamos ir (arba) parduodamos rinkoje. Naudoti apibréztos
sutarties produkty paprastai nepatartina, taciau kai bandomos mazai tirpios cheminés medZziagos, gali buti
tinkama naudoti jy preparatus. Reikéty Zinoti Sias bandomosios cheminés medZiagos savybes: jos tirpuma
vandenyje ir kai kuriuose organiniuose tirpikliuose, gary slégi, igerties (adsorbcijos) koeficients, hidrolize ir
biologinj skaidumg anaerobinémis sglygomis.

METODO TAIKOMUMAS

Sis bandymo metodas taikytinas vandenyje tirpioms arba netirpioms cheminéms medZiagoms, ijskaitant
lakigsias chemines medziagas. Vis délto su vandenyje mazai tirpiomis (12) ir labai lakiomis medZiagomis reikia
elgtis itin atsargiai. Taip pat galima naudoti dumblo pasélius, paimtus i3 kity viety, kuriose yra anaerobinés
salygos, pvz., natiralaus dumblo, jmirkusio dirvoZemio ar dugniniy nuosédy. Anaerobiniy bakterijy sistemos,
kurios jau yra patyrusios nuodingyjy cheminiy medziagy poveiki, gali bati prie jo prisitaikiusios, taigi jy
aktyvumas gali nesumazéti veikiant ksenobiotinéms cheminéms medziagoms. I3 prisitaikiusiy bakterijy sistemy
paimti paséliai gali biiti atsparesni bandomosioms cheminéms medziagoms negu paséliai, paimti i§ neprisitai-
kiusiy sistemy.

ETALONINES CHEMINES MEDZIAGOS

Siekiant patikrinti bandymo procediira, atlickamas bandymas naudojant etaloning cheming medziaga,
atitinkamus bandymo indus paruosiant taip pat, kaip ir per jprastus bandymus. Irodyta, kad 3,5-dichlorfenolis
nuolat slopina anaerobinj dujy i$skyrima, taip pat aktyviojo dumblo deguonies sugertj ir kitas biochemines
reakcijas. Jrodyta, kad dar labiau negu 3,5-dichlorfenolis metano i$skyrima slopina kitos dvi cheminés
medziagos — metilen-bis-tiocianatas ir pentachlorfenolis, taciau bandymy su Siomis medZiagomis rezultatai
nepatvirtinti. Pentachlorfenolio naudoti nerekomenduojama, nes jo gryno gauti sunku.

REZULTATY ATKURIAMUMAS

Per tarptautinj tarplaboratorinj bandyma (5) pakankamas EC,, verciy atkuriamumas desimtyje dalyvavusiy
laboratorijy gautas naudojant tik 3,5-dichlorfenolj ir 2-brometansulfonriigstj (pirmosios medziagos EC,, verciy
intervalas buvo 32-502 mg/l, antrosios — 220-2 190 mg/l).

2016 3 1

mg|l mg [1 g dumblo
Labﬁ) rjthiorij 4 tandar-tini variaci-jos tandar-tini varia-cijos
skaius vidurkis stancar-timis koefi-cientas vidurkis stancar-tmnis koefi-cientas
nuokry-pis (proc) nuokry-pis (proc)
3,5-dichlorfenolis
10 153 158 103 5 4,6 92
2-brometansulfonriigstis
10 1058 896 85 34 26 76
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EC,, duomenys, gauti per tarplaboratorinj bandyma naudojant neskiesta dumblg.

11. Dideli variacijos koeficientai tarp laboratorijy daugiausia gaunami dél nevienodo dumblo mikroorganizmy
jautrio, kuris priklauso nuo to, ar tie mikroorganizmai jau pirmiau yra patyre bandomosios cheminés
medziagos arba kity chemiskai artimy medziagy poveikj. EC,, verté pagal dumblo koncentracija buvo nustatyta
tik truputj tiksliau negu ,tiriné” verté (mg/l). Visy trijy laboratorijy, pranesusiy apie savo nustatyty 3,5-dichlor-
fenolio EC,, ver¢iy tikslumg, nurodyti variacijos koeficientai (atitinkamai 22, 9 ir 18 % EC;, mg[g) buvo kur
kas mazesni negu visy desimties laboratorijy vidurkiy. Siy trijy laboratorijy atskiri vidurkiai atitinkamai buvo
3,1, 3,2 ir 2,8 mgfg. MaZesni, priimtini variacijos koeficientai, nustatyti atskirose laboratorijose (9-22 %),
palyginti su kur kas didesniais koeficientais, gautais gretinant jvairiy laboratorijy nustatytas vertes (92 %),
reiskia, kad atskiri dumblo éminiai turi labai skirtingy savybiy.

METODO APRASYMAS
Aparatiira

12. Bandymui reikalinga jprasta laboratoriné jranga ir reikmenys:
a) inkubatorius — pagamintas i§ nekibirk$¢iuojanciy medziagy, reguliuojamos 35 + 2 °C temperatiiros;

b) i§ aukstam slégiui atsparaus stiklo pagaminti bandymo indai — tinkamy vardiniy matmeny ('), su dujoms
nelaidziais dengtais sandarikliais, galintys atlaikyti apie 2 bar arba 2 x 10° Pa slégj (sandarikliai turéty biti
padengti, pvz., politetrafluoretenu, PTFE). Rekomenduojama naudoti stiklinius serumo buteliukus, kuriy
vardinis toris 125 ml, o faktinis tdris apie 160 ml, uzkemSamus serumo buteliukams skirtais
sandarikliais (%), kurie sutvirtinami rangytais aliuminio Ziedais; taCiau taip pat sékmingai galima naudoti
butelius, kuriy bendras tiris yra 0,1-1 [;

¢) ypac tikslus slégmatis (*) su jtaisu adatai;

bendras i§skiriamy dujy (metano ir anglies dioksido) kiekis matuojamas slégmaciu, pritaikytu susidariusioms
dujoms matuoti ir iSleisti i§ indo. Tinkamo prietaiso pavyzdys — rankoje laikomas tikslusis slégmatis su
prijungta $virksto adata ir jtaisytas trieigis dujoms nelaidus voZztuvas per dideliam slégiui sumazinti (1
priedélis). Svarbu, kad slégio keitlio vamzdeliy ir voztuvo vidaus taris biity kuo mazesnis, taigi, neatsizvel-
giant j jrangos vidaus tarj, nebiity padaryta reik§mingy klaidy;

d) izoliuotos talpos, skirtos nuotekas skaidanciajam dumblui transportuoti;

e) trieigiai slégio reguliavimo voZtuvai;

f) sietas, pagamintas i§ 1 mm dydzio kvadratiniy akuciy tinklelio;

g) talpa nuotekas skaidanciajam dumblui laikyti — i3 stiklo arba didelio tankio polietileno pagamintas apie 5 1
talpos butelis su jtaisytu maisikliu ir jranga azoto dujy srautui leisti (Zr. 13 skirsnj) per virSerdve;

h) membraniniai filtrai (0,2 pm dydzio akuciy) substratui sterilizuoti;

(") Rekomenduojama naudoti 0,1-1 1 tiirio indus.

(}) Patartina naudoti dujoms nelaidzius silikoninius sandariklius. Taip pat patartina patikrinti buteliy dangteliy, ypa¢ butilkauciuko

sandarikliy, nelaiduma dujoms, nes kai kurie rinkoje parduodami sandarikliai néra pakankamai sandaris ir praleidzia metano dujas,

o kai kurie sandarikliai netenka sandarumo, bandymo salygomis pradiirus juos adata.

— Rekomenduojama naudoti dujoms nelaidzius dengtus sandariklius. Jie yra bitini atliekant lakiyjy cheminiy medziagy bandymus
(kai kurie rinkoje parduodami sandarikliai yra gana ploni, maziau nei 0,5 cm storio, ir netenka sandarumo, kai praduriami
$virksto adata).

— Butilkauc¢iuko (apie 1 cm storio) sandariklius rekomenduojama naudoti, kai bandomosios cheminés medZziagos néra lakios (jie
paprastai lieka nelaidis dujoms ir po to, kai praduriami adata).

— Rekomenduojama prie§ bandyma kruopsciai patikrinti, ar adata pradurti sandarikliai licka nelaidfis dujoms.
Slégmatis turéty buti naudojamas ir reguliariai kalibruojamas pagal gamintojo nurodymus. Jeigu naudojamas nustatyto tikslumo
slégmatis, pvz., su plieniniu aptaisu, laboratorijoje jo kalibruoti nereikia. Jj kalibruoti rekomenduojamais intervalais turéty licencija
turintis institutas. Kalibravimo tiksluma galima patikrinti laboratorijoje atlickant matavima viename taske, esant 1 x 10° Pa slégiui, ir
sutikrinant gautus rodmenis su kito slégmacio mechaninio indikatoriaus rodmenimis. Jeigu matavimas tame taske atlickamas tiksliai,
matavimo tiesiSkumas taip pat nesikeicia. Jeigu naudojami kiti matavimo prietaisai (be gamintojo patvirtinto kalibravimo), patartina
reguliariai perskaiciuoti visg jy rodmeny intervalg (2 priedélis).

—_
-
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i) mikrogvirkstai, naudojami slégio keitliui sandariai prijungti (zr. 12 skirsnio ¢ punktg) prie buteliy virSerdvés
(Zr. 12 skirsnio b punkta), taip pat netirpioms skystoms bandomosioms medziagoms i$virksti j butelius;

j) boksas (kamera su pir§tinémis) — jj naudoti rekomenduojama, bet neprivaloma. Jame turi bati palaikomas
nedidelis teigiamas azoto dujy slégis.

Cheminiai reagentai

13. Per visg bandyma turi biiti naudojami analiziSkai gryni cheminiai reagentai. Per visa bandyma reikéty naudoti
itin grynas azoto dujas, kuriose blity maziau nei 5 pl/l deguonies.

Vanduo

14. Jeigu reikia ka nors atskiesti, skiedimui naudokite dejonizuotg vandenj, kurj prie§ naudojant biitina deaeruoti.
Sio vandens tikrinti analizés metodais nebiitina, taciau reikia uztikrinti vandens dejonizavimo aparato reguliaria
techning prieZitirg. Dejonizuotas vanduo turi biiti naudojamas ir pradiniams tirpalams ruosti. Prie§ dédami
anaerobinio dumblo pasélj j bet kokius bandomosios medziagos tirpalus arba skiedinius, jsitikinkite, kad juose
néra deguonies. Siuo tikslu vieng valandg pries dedant pasélj per skiedimui skirta vandeni (arba per skiedinius)
puciamas azoto dujy srautas arba skiedimui skirtas vanduo pakaitinamas iki virimo ir bedeguonéje aplinkoje
atauSinamas iki kambario temperatiiros.

Suskaidytas dumblas

15.  Aktyvyjj nuotekas skaidantj dumblg imkite i§ nuoteky valymo jrenginio metantanko arba, kitu atveju, i labora-
torinio metantanko, kuriame apdorojamas daugiausia buitiniy nuoteky dumblas. Praktinés informacijos apie
dumbly i§ laboratoriniy metantanky galima rasti literatiiroje (11). Jeigu ketinate naudoti adaptuoto dumblo
pasélj, apsvarstykite galimyb¢ naudoti nuotekas skaidantj dumblg i§ pramoniniy nuoteky valymo jrenginio.
Dumblg rinkite j placiakaklius butelius, pagamintus i§ didelio tankio polietileno ar i§ panasios gebancios pléstis
medziagos. | éminiams skirtus butelius dumblo dékite tiek, kad iki butelio virSaus likty mazdaug 1 cm tarpas,
sandariai uzkimskite, geriausia su apsauginiu voZtuvu (12 skirsnio e punktas), ir sudékite j izoliuotas talpas (12
skirsnio d punktas), kad temperatiiros svyravimai bity kuo mazesni iki tol, kol dumblas bus perkeltas §
inkubatoriy, kuriame bus palaikoma 35 + 2 °C temperatira. Prie§ atidarydami butelius, biitinai sumazinkite
susikaupusiy dujy slégj, atsargiai i§imdami kamstj arba naudodami trieigj sléginj voZtuva (12 skirsnio e
punktas). Dumblg patartina sunaudoti per kelias valandas nuo tada, kai jis surinktas, o jei ne, laikykite jj
35 £ 2 °C temperatiiroje, virSerdve virs dumblo pripilde azoto dujy, iki 3 dieny, per kurias dumblo aktyvumas
paprastai nedaug tesumazéja.

Ispéjimas. Nuotekas skaidantis dumblas i$skiria degias dujas, todél kyla gaisro ir sprogimo pavojus. Dumble
taip pat gali baiti patogeniniy mikroorganizmy, todél dirbdami su dumblu naudokite tinkamas apsaugos
priemones. Saugos tikslais nedékite renkamo dumblo § stiklinius indus.

Pasélis

16. Pries pat naudodami dumbla, atsargiai jj pamaisykite ir perkoskite per 1 mm? dydzio akuciy sietg (12 skirsnio f
punktas) j tinkama butelj (12 skirsnio g punktas), per kurio virSerdve turi bati leidZziamas azoto dujy srautas.
Paimkite dumblo pavyzdj bendrajai sausy kietyjy medziagy koncentracijai iSmatuoti (Zr., pvz., ISO 11 923 (13)
arba lygiavertj ES standarta). Apskritai reikéty naudoti neskiesta dumblg. Iprasta kietyjy medziagy koncentracija
dumble yra 2—4 % (masés proc.). Patikrinkite dumblo pH verte ir prireikus ja patikslinkite iki 7 + 0,5.

Bandymo substratas

17. Dejonizuotame vandenyje iStirpinkite 10 g mitybiniy medziagy sultinio koncentrato (pvz., ,Oxoid“), 10 g
mieliy ekstrakto ir 10 g D-gliukozés ir atskieskite iki 100 ml tdrio. Sterilizuokite perfiltruodami per 0,2 pm
dydzio akuc¢iy membraninj filtrg (12 skirsnio h punktas) ir naudokite iSkart arba ne ilgiau kaip 1 dieng laikykite
4 °C temperatiiroje.

Bandomoji cheminé medzZiaga

18. Kiekvienai vandenyje tirpiai bandomajai cheminei medziagai paruoskite atskira pradinj tirpalg, pvz., 10 g
cheminés medziagos 1 litre skiedimui tinkamo vandens, i§ kurio pasalintas deguonis (14 skirsnis). Tinkamus
$iy pradiniy tirpaly kiekius naudokite nustatyty koncentracijy reakcijos miSiniams ruosti. Kitu atveju i§
kiekvieno pradinio tirpalo paruoskite atskiesty tirpaly serija, kad | bandymo butelius pilamo skyscio taris baty
vienodas kiekvienai reikiamai galutinei koncentracijai pasiekti. Jeigu reikia, pradiniy tirpaly pH turéty bati
patikslintas iki 7 + 0,2.
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19. Atlikdami vandenyje nepakankamai tirpiy cheminiy medziagy bandymus remkités ISO 10 634 (12) arba
lygiaverciu ES standartu. Jeigu reikia naudoti organinj tirpiklj, venkite tokiy tirpikliy kaip chloroformas ir
anglies tetrachloridas, kurie, kaip Zinoma, itin slopina metano i§skyrimg. Vandenyje netirpios cheminés
medziagos reikiamos koncentracijos tirpalg paruoskite naudodami tinkamga laky tirpikli, pvz. acetong ar
dietileterj. Reikiamus tirpiklio tirpalo kiekius ipilkite i tus¢ius bandymo butelius (12 skirsnio b punktas) ir, pries
dédami dumbly, tirpiklj iSgarinkite. Kitas procediiras atlikite pagal ISO 10 634 (12) arba lygiavertj ES standarta,
taCiau atminkite, kad bet kokios emulsijoms ruosti naudojamos pavirsinio aktyvumo medzZiagos gali slopinti
anaerobinj dujy i$skyrima. Jeigu manoma, kad naudojant organinius tirpiklius ir emulsiklius atsirasty artefakty,
bandomajg cheming medZziaga galima déti tiesiai | bandomajj misinj milteliy arba skystu pavidalu. Lakias ir
vandenyje netirpias skystas chemines medziagas galima j§virksti | serumo buteliukus su paséliu naudojant
mikro§virkstus (12 skirsnio i punktas).

20. Sudéje bandomasias chemines medziagas | butelius, turétuméte gauti geometring koncentracijos verciy
progresija, pvz., 500 mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l ir 15,6 mg/l. Jeigu panasiy cheminiy
medziagy toksiskumo intervalas neZinomas, pirmiausia atlikite iSankstinj intervalo nustatymo bandyma,
naudodami 1 000 mg/l, 100 mg/l ir 10 mg/l bandomosios medziagos koncentracijas, kad nustatytuméte
tinkamg intervalg.

Etaloniné cheminé medZiaga

21. Paruoskite 3,5-dichlorfenolio vandeninj tirpalg (10 g[l) — pamazu uzpilkite kietaja medziaga minimaliu 5 mol/l
natrio hidroksido tirpalo kiekiu ir purtykite, kol istirps. Tada jpilkite skiedimui tinkamo vandens, i§ kurio
pasalintas deguonis (14 skirsnis), iki reikiamo tiirio; tirpimg gali palengvinti apdorojimas ultragarsu. Kitas
etalonines chemines medziagas galima naudoti tada, kai yra nustatytas vidutinis jy ECy, ver¢iy intervalas per
maziausiai tris bandymus, naudojant skirtingus pasélius (gautus i§ skirtingy Saltiniy arba surinktus skirtingu
laiku).

TRUKDZIAI IR KLAIDOS

22. Manoma, kad kai kurios dumblo sudedamosios dalys gali reaguoti su potencialiais inhibitoriais ir padaryti juos
neprieinamus mikroorganizmams, todél jy slopinamasis poveikis biity maZesnis arba jo visai nebity. Taip pat
klaidingi rezultatai bity gauti tuo atveju, jeigu dumble jau yra slopinamgjj poveikj turincios cheminés
medziagos, kai ta pati cheminé medziaga naudojama atlickant bandyma. Klaidingy rezultaty galima gauti ne tik
Siais atvejais, bet ir dél keliy kity nustatyty veiksniy. Jie i$vardyti 3 priedélyje kartu su metodais, kaip galima
i$vengti klaidy ar bent jas sumaZinti.

BANDYMO PROCEDURA

23. Reikiamy kartotiniy bandiniy skaicius priklauso nuo to, kiek preciziski turi biti slopinimo rodikliai. Jeigu
buteliy kamsciai yra pakankamai sandaras ir per visa bandymo trukme nepraleidzia dujy, pakanka paruosti po
viena kiekvienos reikiamos koncentracijos bandymo buteliy partija (bent po tris kartotinius bandinius). Taip pat
paruoskite vieng buteliy partija su etalonine chemine medziaga ir vieng kontroliniy bandiniy grupe. Taciau
jeigu buteliy kamsciai lieka sandarGis pradiirus juos tik vieng ar kelis kartus, paruoskite po atskirg bandymo
buteliy partija (pvz., po tris kartotinius bandinius) kiekvienam intervalui (), kuriam reikia gauti visy
bandomosios cheminés medziagos koncentracijy rezultatus. Taip pat paruoskite t buteliy partijas su etalonine
chemine medziaga ir kontroliniais bandiniais.

24. Rekomenduojama naudoti boksg (12 skirsnio j punktas). Likus bent 30 min. iki bandymo pradzios, pradékite
leisti azoto dujy srautg per boksa, kuriame turi biti surinkta visa reikiama jranga. Uztikrinkite, kad tvarkant ir
uzkemsant butelius dumblo temperatiira visg laikg baty 35 + 2 °C.

ISankstinis bandymas

25. Jeigu dumblo aktyvumas neZinomas, rekomenduojama atlikti iSankstinj bandyma. Paruoskite kontrolinius
bandinius, kuriuose kietyjy medziagy koncentracijos biity, pvz., 10 g[l, 20 g/l ir 40 g/l, i juos jdékite substrato,
taCiau nedékite bandomosios cheminés medziagos. Taip pat naudokite nevienodus reakcijos misinio kiekius,
kad gautuméte tris arba keturis skirtingus butelio virSerdvés ir skyscio tirio santykius. Pagal jvairiais laiko
intervalais susidariusiy dujy kiekius nustatomos tinkamiausios salygos, kuriomis galima dukart per dieng atlikti
matavimus, susidarius pakankamiems dujy kiekiams, ir isleisti slégj karta per dieng, uZtikrinant optimaly
jautri () ir nerizikuojant, kad buteliai susprogs.

() Tai tokios pasirengimo bandymui ir bandymo salygos, kai susidariusius dujy kiekius tu¢iuose kontroliniuose bandiniuose ir induose,
kuriuose vyksta 70-80 % slopinimas, galima jvertinti su priimtino dydzio paklaidomis.
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29.

30.

31.

Bandomyjy cheminiy medziagy déjimas

Vandenyje tirpias bandomasias chemines medziagas j tus¢ius bandymo butelius (12 skirsnio b punktas) jpilkite
vandeniniy tirpaly sudétyje (18 punktas). Kiekvienos pasirinkto intervalo koncentracijos kartotiniy bandiniy
buteliy turéty bati ne maziau kaip po tris (20 skirsnis). Vandenyje netirpiy ir mazai tirpiy bandomuyjy
medzZiagy, iStirpinty organiniuose tirpikliuose, tirpalus i$virkskite i tus¢ius butelius naudodami mikrosvirksta,
kad gautuméte kiekvienos i§ penkiy bandomosios cheminés medziagos koncentracijy kartotiniy bandiniy
rinkinius. Tirpiklj i§ bandymo buteliy i$garinkite leisdami azoto dujy srautg vir§ tirpaly paviriaus. Kitu atveju
pasvertus tinkamus netirpiy kietyjy cheminiy medziagy kiekius jdékite tiesiai | bandymo butelius.

Jeigu vandenyje netirpios ir mazai tirpios skystos bandomosios cheminés medziagos dedamos nenaudojant
tirpiklio, j$virkskite jas mikrosvirkstu tiesiai | bandymo butelius po to, kai  juos jdétas pasélis ir bandymo
substratas (Zr. 30 skirsnj). Lakias bandomasias chemines medziagas galima jleisti j butelius tokiu paciu badu.

Pasélio ir substrato déjimas

Sumaisykite reikiamg per sieta perkosto nuotekas skaidan¢io dumblo kiekj (Zr. 16 skirsnj) 5 litry butelyje (12
skirsnio g punktas), per jo virSerdve leisdami azoto dujy srautg. ] bandymo butelius, | kuriuos supilti
bandomuyjy cheminiy medziagy vandeniniai tirpalai arba tirpalai, kuriuose naudotas ir véliau igarintas tirpiklis,
puskite azoto dujy srauta mazdaug dvi minutes, kad pasalintuméte org. | bandymo butelius paskirstykite gerai
sumai$yto dumblo alikvotines dalis, pvz., po 100 ml, naudodami pipet¢ dideliu antgaliu arba matavimo
cilindrg. Svarbu vienu kartu jtraukti j pipete reikiamg dumblo kieki, nes kietosios dumblo dalelés greitai
nugrimzta j dugng. Jei paéméte daugiau dumblo, negu reikia, iStustinkite pipete ir pradékite i§ naujo.

Tada, tebeptisdami azoto dujas, jpilkite pakankama substrato tirpalo kiekj (17 skirsnis), kad miSinyje baty po
2 g/l mitybiniy medziagy sultinio, mieliy ekstrakto ir D-gliukozés koncentracija. Toliau pateiktas bandiniy
partijy ruosimo pavyzdys.

Bandomosios cheminés medziagos ti-
ris

(ml)

Galutiné bando-
mosios cheminés
medZiagos masés

Reagentai ir terpés

(ml)

2016 3 1

e [ s | s i | SO0 |y |
(mgfl) 18 skirsnis 18 skirsnis 14 skirsnis 16 skirsnis 17 skirsnis

0 — 0 1,0 100 2

1 — 0,1 0,9 100 2

3,3 — 0,33 0,67 100 2

10 0,1 — 0,9 100 2

33 0,33 — 0,67 100 2

100 1,0 — 0 100 2

Bendras butelio tiiris — 160 ml. Skyscio tiiris — 103 ml.

Dujy ttiris — 57 ml, arba 35,6 % bendrojo tirio.

Taip pat paruoskite pakankamai tus¢iy bandymo buteliy ir piskite per juos azoto dujas, kai naudojate bet
kokig lakig arba netirpia skysta bandomajg cheming medziagg (Zr. 27 skirsnj).

Kontroliniai bandiniai ir etaloniné cheminé medziaga

Paruoskite maziausiai trijy kartotiniy buteliy rinkinius tik su dumblu ir substratu, kaip kontrolinius bandinius.
Taip pat paruoskite papildomy kartotiniy bandiniy butelius su dumblu ir substratu, j kuriuos buty ipilta
pakankamai etaloninés cheminés medziagos 3,5-dichlorfenolio (21 skirsnis) pradinio tirpalo, kad baty gauta
galutiné 150 mg/l koncentracija. Tokia koncentracija turéty apie 50 % slopinti dujy iSskyrima. Kitu atveju
sudarykite etaloninés cheminés medziagos koncentracijy intervalg. Be to, paruoskite keturis papildomus
butelius pH matuoti — i juos turi biti dedama dumblo, vandens, i§ kurio pasalintas deguonis, ir substrato. [ du
i§ iy buteliy jdékite didziausig bandymui pasirinkta bandomosios medziagos koncentracija, o i likusius du
butelius jpilkite vandens, i§ kurio pasalintas deguonis.
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32. Isitikinkite, kad visuose — bandomosios bei etaloninés cheminiy medZziagy ir kontroliniy bandiniy — buteliuose
skyscio taris (V) yra vienodas; kai reikia, jpilkite dejonizuoto vandens, i§ kurio pasalintas deguonis (14
skirsnis), iki reikiamo tdrio. VirSerdvé turéty sudaryti 10-40 % butelio tiirio; tikslus santykis nustatomas
remiantis iSankstinio bandymo duomenimis. Sudéje visas sudedamagsias dalis | butelius, iStraukite adata, per
kurig puciamos dujos, ir uzkimskite kiekvieng butelj guminiu kams¢iu su aliuminio gaubteliu (12 skirsnio b
punktas), sudréking kamstj dejonizuoto vandens lasu, kad jj bity lengviau jstatyti. SumaiSykite kiekvieno
butelio turinj jj papurtydami.

Buteliy inkubavimas

33. Perkelkite butelius j termostatu reguliuojamg inkubatoriy (geriausia su purtykle) ir palaikykite jame 35 + 2 °C
temperatiirg Buteliai inkubuojami tamsoje. Praéjus mazdaug 1 valandai, suvienodinkite slégj buteliuose su
atmosferos slégiu: paeiliui pradurkite prie slégmacio pritvirtinta $virksto adata (12 skirsnio ¢ punktas) kiekvieno
butelio kamstj, atidarykite voZtuva, palaukite, kol slégmacio rodmuo pasieks nulj, ir galiausiai vél uzdarykite
voztuva. Adatg reikéty jstatyti mazdaug 45° kampu, kad i§ buteliy neiseity dujos. Jeigu buteliy inkubatorius yra
be purtyklés, rankomis juos papurtykite dukart per dieng per visa inkubacinj periods, taip palaikydami
sistemos pusiausvyrg. Inkubuojamus butelius apverskite, kad per sandariklj neiSeity dujy, taCiau apversti
butelius netinka tais atvejais, kai netirpios bandomosios cheminés medziagos gali prikibti prie butelio dugno.

Slégio matavimas

34. Kai buteliuose pasiekiama 35 % 2 °C temperatiira, i$matuokite ir uZrasykite dviejy i§ keturiy Siam tikslui
paruosty buteliy turinio pH ir tada jy turinj pasalinkite; likusius butelius toliau inkubuokite tamsoje. Per vélesnj
48-72 val. laikotarpj dukart per dieng iSmatuokite ir uZrasykite slégj buteliuose, paeiliui jsmeigdami slégmacio
adatg per kiekvieno butelio kamstj, tarp matavimy adatg i§dZiovindami. Atliekant matavimus, visos butelio
dalys turi bati laikomos toje pacioje temperatiiroje, kaip ir per inkubacija; matavimg reikéty stengtis atlikti kuo
greiciau. Palaukite, kol nusistovés slégio rodmuo, ir ji uzradykite, tada atidarykite voztuva, kad isleistuméte dujy
pertekliy, ir vel uzdarykite, kai slégio rodmuo pasieks nuli. Bandymas paprastai tesiamas 48 valandas po
pirmojo slégio suvienodinimo (pazyméto kaip ,nulinis laikas). Per lakiyjy cheminiy medziagy bandymus
matavimg ir dujy iSleidimg reikéty atlikti tik vieng kartg (inkubacinio periodo pabaigoje) arba du kartus, kad
biity prarasta kuo maziau bandomosios cheminés medziagos (10).

35. Jeigu slégio rodmuo yra neigiamas, voztuvo neatidarykite. Kartais $virksto adatoje ir vamzdelyje susikaupia Siek
tick drégmés, todél slégmacio rodmuo parodo maza neigiamag slégj. Tokiu atveju iSimkite adaty, papurtykite
vamzdelj, nusausinkite servetéle ir jdékite nauja adatg.

pH matavimas

36. Po paskutinio slégio matavimo iSmatuokite ir uzrasykite kiekvieno butelio turinio pH verte.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Rezultaty iSraiska

37. ApskaiCiuokite per kiekvieng laiko intervalg kiekviename kartotiniy bandiniy buteliy rinkinyje nustatyty ir
uzradyty slégio rodmeny sumg bei vidurkj ir apskaiciuokite kiekvieno kartotiniy bandiniy rinkinio bendraji
vidutinj dujy slégj per kiekviena laiko intervalg. Nubrézkite kontrolinés, bandomosios ir etaloninés grupiy
buteliy bendrojo vidutinio dujy i$skyrimo (iSreiksto paskaliais, Pa) kreives kaip laiko funkcijg. Tiesinéje kreivés
dalyje pazymeékite tam tikrg laiko vieneta, paprastai 48 valandas, ir apskaiciuokite kiekvienos bandomosios
medziagos koncentracijos sukelta procentinj slopinimg (I) pagal lygtj [1]:

I=(1-P/P)x100 [1],
kurioje:

[ procentinis slopinimas ( %);
P, naudojant bandomagja medziaga susidariusiy dujy slégis pasirinktu laiku, iSreikstas paskaliais (Pa);

P_ kontrolinéje grupéje susidariusiy dujy slégis tuo paciu laiku, ireikstas paskaliais (Pa);
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Patartina nubrézti abu grafikus, t. y. I grafika kaip koncentracijos funkcijg ir kartu grafika kaip koncentracijos
logaritmo funkcija, kad bty galima pasirinkti tiesiSkumui artimiausig kreive. Ivertinkite ECy, (mgfl) verte is
akies arba atlikdami regresing analize¢ pagal tiesiSkumui artimesne kreive. Siekiant palyginamumo, cheminés
medziagos koncentracijg gali bati naudingiau iSreiksti kaip tos cheminés medziagos kiekio (mg) ir bendro sausy
kietyjy medziagy kiekio (g) santyki. Sia koncentracijg gausite padalije bandomosios medziagos tiiring koncent-
racijg (mg/l) i§ sausy dumblo kietyjy medziagy tarinés koncentracijos (g/l) (16 skirsnis).

38. Apskaiciuokite procentinj slopinima, esant vienintelei pasirinktai etaloninés cheminés medziagos koncentracijai,
arba EC,,, jeigu tyrimui pasirinkta pakankamai koncentracijos verciy.

39. Vidutinj kontroliniame bandinyje susidariusiy dujy slégi P.(Pa) paverskite tiriu remdamiesi slégmacio
kalibravimo kreive (2 priedélis) ir pagal tai apskai¢iuokite dujy iSeiga, kuri iSreiskiama dujy tariu, susidariusiu
per 48 valandas i§ 100 ml neskiesto dumblo, kurio kietyjy medziagy koncentracija yra nuo 2 % (20 g/l) iki
4% (40 g/l).

Tinkamumo kriterijai

40. 13 ISO tarplaboratorinio bandymo (5) rezultaty Zinoma, kad etaloniné cheminé medziaga (3,5-dichlorfenolis)
50 % nuslopino dujy i$skyrimg esant 32—-510 mg/l koncentracijy intervalui ir 153 mg/l vidurkiui (10 skirsnis).
Tai toks platus intervalas, kad nejmanoma patikimai nustatyti aiskiy slopinimo ribiniy ver¢iy kaip bandymo
tinkamumo kriterijy; tai turéty biti jmanoma tada, kai bus suZinota, kaip gauti vienodesnius pasélius.
Kontrolinés grupés buteliuose per 48 valandas susidariusiy dujy taris sieké nuo 21 ml/g iki 149 ml vienam
kietos dumblo medziagos gramui (vidurkis — 72 ml/g). Nenustatyta aiskaus rysio tarp susidariusiy dujy kiekio
ir atitinkamos EC;, vertés; bandymo pabaigoje ismatuotas pH buvo nuo 6,1 iki 7,5.

41. Bandymas pripaZistamas tinkamu, kai etaloniniame kontroliniame bandinyje, i kurj déta 150 mg/l 3,5-dichlor-
fenolio, nustatytas slopinimas yra didesnis negu 20 %, tus¢iame kontroliniame bandinyje susidaro daugiau kaip
50 ml dujy vienam kietosios medZziagos gramui, o pH verté bandymo pabaigoje yra nuo 6,2 iki 7,5.

Bandymo ataskaita

42. Bandymo ataskaitoje turi bati pateikta toliau nurodyta informacija.
Bandomoji cheminé medZiaga

— Bendrinis pavadinimas, cheminis pavadinimas, CAS numeris, struktiiriné formulé, atitinkamos fizikinés ir
cheminés savybes.

— Bandomosios cheminés medziagos grynumas (priemaios).

Bandymo sglygos

— Bandymo induose esancio skyscio ir vir§erdvés tirio santykis.

— Bandymo indy ir dujy matavimo apraSymai (pvz., kokios rasies slégmatis naudojamas).

— Bandomosios cheminés medziagos ir etaloninés cheminés medziagos naudojimas bandymo sistemoje,
bandymui pasirinktos koncentracijos ir bet kokiy tirpikliy naudojimas.

— Informacija apie naudotg paséli: nuoteky valymo jrenginio pavadinimas, jame valomy nuoteky 3altinio
apraymas (pvz., irenginio eksploatavimo temperatiira, dumblo laikymo trukmé, ar tai daugiausia buitinés
nuotekos, ar pramonés atliekos, ir t. t), dumblo kietyjy medziagy koncentracija, dujy susidarymo
aktyvumas anaerobiniame metantanke, ankstesnis nuodingyjy cheminiy medziagy poveikis ar galimas
prisitaikymas prie jy arba, jeigu naudojamas natiiralus dumblas, nuosédos ar kt. — i§ kokios vietos paimti tie
éminiai.

— Inkubacijos temperatiira ir trukmé.

— Kartotiniy bandiniy skaicius.
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Rezultatai

— Bandymo pabaigoje nustatytos pH vertés.

— Visi matavimais nustatyti bandomosios grupés, tui¢iy kontroliniy bandiniy ir etaloninés cheminés
medziagos kontroliniy bandiniy indy duomenys, tinkamai pateikti (pvz., slégis iSreikStas paskaliais arba
milibarais) lentelése.

— Buteliuose su bandomgja medziaga ir etalonine medZiaga nustatytas procentinis slopinimas ir slopinimo bei
koncentracijos santykio kreivés.

— EC,, verciy, iSreiskiamy mg/l ir mg/g, apskaic¢iavimas.

— Vienam gramui dumblo per 48 valandas susidariusiy dujy kiekis.

— Jei kurie nors bandymo rezultatai atmesti kaip netinkami — jy atmetimo prieZastys.

— Rezultaty aptarimas, be kita ko, paaikinant bet kokius nukrypimus nuo $io bandymo metodo procediry ir
aptariant bet kokius atvejus, kai bandymo rezultatai neatitinka prognoziy dél jvairiy trukdziy ir klaidy.

— Taip pat nurodykite, ar per bandyma siekta iSmatuoti bandomosios medziagos toksiskumag tos medziagos
jau pirmiau paveiktiems, ar jos poveikio dar nepatyrusiems mikroorganizmams.
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suspended solids by filtration through glass-fibre filters.
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1 priedélis

Biodujy susidarymui matuoti pagal dujy slégj skirto aparato pavyzdys

0

AONNYN

Paaiskinimas:

1 - slégmatis

2 — trieigis dujoms nelaidus voZtuvas

3 - 3virksto adata

4 — dujoms nelaidus kamstis (rangytos vielos dangtelis ir sandariklis)
5 - virSerdve

6 - suskaidyto dumblo pasélis

Bandymo indai laikomi 35 + 2 °C temperatiiros aplinkoje.
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2 priedélis

Slégmacio rodmeny perskaiciavimas

Slégmacio rodmenis galima susieti su dujy tiirio vertémis naudojant standarting kreive ir taip galima apskaiciuoti
vienam sauso dumblo gramui (g) per 8 valandas tenkantj susidariusiy dujy tarj. Sis dumblo aktyvumo rodiklis
naudojamas kaip vienas i§ kriterijy, pagal kuriuos vertinamas bandymo rezultaty tinkamumas. Kalibravimo kreiveé
gaunama jSvirki¢iant Zinomo tario dujy kiekius, esant 35 + 2 °C temperatiirai, i serumo buteliukus su vandeniu,
kurio taris yra lygus reakcijos miSinio tiriui Vy;

— | penkis serumo buteliukus i3pilstykite V, ml alikvotines dalis 35 * 2 °C temperatiroje laikyto vandens.
Buteliukus uzkimskite ir pastatykite { 35 £ 2 °C temperattros vandens vonele vienai valandai, kad nusistovéty
pusiausvyra;

— jjunkite slégmatj, palaukite, kol nusistovés rodmenys, ir nustatykite nulj;

— jsmeikite $virksto adatg per vieno i§ buteliuky kamstj, atidarykite voZtuva, palaukite, kol slégmacio rodmuo
pasieks nulj, ir uzdarykite voztuva;

— pakartokite tg pacig procedira likusiuose buteliukuose;

— | kiekvieng buteliuka j$virkskite po 1 ml 35 + 2 °C temperatiiros oro. Ibeskite (matuoklio) adatg per vieno i§
buteliuky kamstj ir palaukite, kol nusistovés slégio rodmuo. UZrasykite slégj, atidarykite voztuva, palaukite, kol
slégio rodmuo pasieks nulj, ir uzdarykite voztuva;

— pakartokite tg pacig procedira likusiuose buteliukuose;

— pakartokite visg $ig procedirg naudodami 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml ir
50 ml oro;

— nubrézkite slégio (Pa) perskaic¢iavimo pagal jleisty dujy tirj (ml) kreive. Gautas instrumento atsakas yra tiesinis
0-70 000 Pa intervale ir nuo 0 ml iki 50 ml susidariusiy dujy tirio.



2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 54/149

3 priedélis

Nustatyti veiksniai, dél kuriy gali bati gauti klaidingi rezultatai

a) Buteliy dangteliy kokybé

Rinkoje parduodami jvairiy rasiy sandarikliai serumo buteliukams; daugelis jy, jskaitant butilkauciuko
sandariklius, netenka sandarumo, kai praduriami adata Sio bandymo salygomis. Kartais, pradiirus sandariklj
virksto adata, slégis mazéja labai létai. Kad nebity nuotékio, rekomenduojama naudoti dujoms nelaidZius
sandariklius (12 skirsnio b punktas).

b) Svirksto adatoje susikaupusi drégmeé

Kartais $virk$to adatoje ir vamzdelyje susikaupia Siek tiek drégmés, todél slégmacio rodmuo parodo mazg
neigiama slégj. Tokiu atveju i§imkite adatg, papurtykite vamzdelj, nusausinkite servetéle ir jdékite naujg adatg (12
skirsnio ¢ punktas ir 35 skirsnis).

¢) Deguonies priemaisos

Atliekant bandymus anaerobiniais metodais, galima padaryti klaidy, jeigu yra deguonies priemaisy, dél kuriy gali
sumazéti dujy iSskyrimas. Taikant §j metoda, tokiy klaidy tikimybe reikéty sumazinti, grieztai laikantis
anaerobiniy technologijy, be kita ko, naudojant boksg (kamera su pirStinémis).

d) Stambios dalelés dumblo substratuose

Anaerobiniam dujy i$skyrimui ir dumblo jautriui daro ijtakg substratai, kartu su paséliu dedami j bandymo
butelius. Suskaidytame dumble, paimtame i§ buitiniy nuoteky anaerobinio valymo metantanky, daznai tebéra
neasimilivoty medziagy, kaip antai plauky ir augaliniy celiuliozés lickany, dél kuriy paimti reprezentatyvius
éminius paprastai yra sunku. Sias netirpias kietasias medziagas galima pasalinti perkogiant dumbla per sieta — taip
labiau tikétina, kad pavyks paimti reprezentatyvius éminius (16 skirsnis).

e) Lakios bandomosios cheminés medZiagos

Lakios bandomosios cheminés medziagos bandymo buteliuose issiskiria i virSerdve, todél dalis bandomosios
cheminés medziagos gali pasisalinti i§ sistemos iSleidZiant dujas po slégio matavimy. Dél to gali bati gautos
klaidingai didelés EC,, vertés. Tokiy klaidy tikimybe galima sumazinti pasirinkus tinkamg virSerdvés ir skyscio
tario santykj ir neisleidziant dujy po slégio matavimy (10).

f) Dujy susidarymo kreivés netiesiskumas

Jeigu vidutinio bendrojo dujy susidarymo per inkubacinj periodg grafiko kreivé 48 val. laikotarpiu néra artima
tiesei, tai reiskia, kad gali bati sumazéjes bandymo tikslumas. Siekiant i$spresti $ig problema, gali biti patartina
naudoti nuotekas skaidantj dumblg i§ kito Saltinio ir (arba) padidinti bandymo substrato ir mitybiniy medziagy
sultinio, mieliy ekstrakto ir gliukozés koncentracijg (29 skirsnis).
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4 priedélis

Sio bandymo metodo taikymas maZos biomasés koncentracijos éminiams, paimtiems i§
aplinkos — natiiralaus anaerobinio dumblo, dugniniy nuosédy ir kt.

IVADAS

A.l1  Gamtoje natiiraliai susidariusio anaerobinio dumblo, dugniniy nuosédy, dirvozemio ir kt. savitasis mikroor-
ganizmy aktyvumas (vienam sausy kietyjy medziagy gramui susidariusiy dujy taris) apskritai yra kur kas
maZesnis negu i$ nuoteky gauto anaerobinio dumblo aktyvumas. Todél, kai reikia vertinti cheminiy medziagy
slopinamajj poveikj §io maziau aktyvaus dumblo éminiams, bitina pakeisti kai kurias bandymo salygas.
Bandymus su $iais maZiau aktyviais éminiais apskritai galima atlikti dvejopai:

a) atlikti i§ dalies pakeistg iSankstinj bandyma (25 skirsnis) naudojant neskiestg nattiralaus dumblo,
dirvoZemio ar kt. éminj, palaikant 35 + 2 °C temperatiirg arba tokig pacia temperatiirg, kokia buvo toje
vietoje, i§ kurios paimtas éminys, siekiant tiksliau imituoti aplinkos salygas (kaip tai daroma pagal
ISO 13 641 standarto 1 dalj); arba

b) atlikti bandyma naudojant atskiestg (1:100 santykiu) i§ metantanko paimta dumblg, imituojant maza i3
aplinkos paimtam éminiui biidingg aktyvuma, taciau palaikant 35 + 2 °C temperatiira (kaip tai daroma
pagal ISO 13 641 standarto 2 dalj).

A.2  Pagal ¢ia aprasytaji metoda galima rinktis a varianta (atitinkantj ISO 13 641 standarto 1 dalj), taciau bitina
atlikti iSankstinj bandyma (25 skirsnis), siekiant nustatyti optimalias bandymo sglygas, nebent jos buty jau
zinomos i§ ankstesniy bandymy. Natiiralaus dumblo arba dugniniy nuosédy éminys turéty buti kruops$ciai
sumaisytas, pvz., maisytuvu, ir, jei reikia, atskiestas nedideliu deaeruoto skiedimui tinkamo vandens kiekiu
(14 skirsnis), kad buty pakankamai skystas, taigi jj biity galima perkelti naudojant pipete stambiu galu arba
matavimo cilindrg. Jeigu manoma, kad gali pritrikti mitybiniy medziagy, nattralaus dumblo éminj galima
centrifuguoti (anaerobinémis salygomis) ir resuspenduoti mineralinéje terpéje, i kurig déta mieliy ekstrakto
(A.11).

A.3  Pasirinkus b varianta, pakankamai tiksliai imituojamas mazas i§ aplinkos paimty éminiy aktyvumas, taciau
tokiuose éminiuose néra didelés suspenduoty kietyjy medziagy koncentracijos. Siy kietyjy medziagy jtaka
cheminés medziagos slopinamajam poveikiui neZinoma, ta¢iau jimanoma, kad bandomosioms cheminéms
medziagoms reaguojant su natfiralaus dumblo sudedamosiomis dalimis ir jsigeriant | kietyjy medziagy
pavirsiy, gali sumazéti ty bandomyjy cheminiy medziagy toksiskumas.

A4 Kitas svarbus veiksnys yra temperatiira: siekiant tiksliai imituoti aplinkos salygas, bandymus reikéty atlikti
tokioje temperatiiroje, kokia yra toje vietoje, i§ kurios paimtas éminys, nes yra Zinoma, kad jvairiy metana
isskirianciy bakterijy populiacijy aktyvumo temperatiiros intervalai skiriasi, t. y. jos skirstomos j Silumaméges
(~ 30-35 °C), viduting temperatiira mégstancias (20-25 °C) ir Saltaméges (< 20 °C) bakterijas ir tai gali lemti
skirtingus slopinimo duomenis.

A5 Trukmé. Atliekant bendrgjj bandyma (1 dalis), naudojant neskiesta dumbly, dujy per 2-4 dienas visada
susidarydavo pakankamai, o atliekant bandyma pagal 2 dalj, naudojant iki 1/100 atskiesta dumbla, tuo paciu
laikotarpiu per tarplaboratorinj bandyma dujy susidaré nepakankamai daug arba jy visai nebuvo. Kaip
pastarojo bandymo apibiidinime nurodé Madsen ir kt. (1996), jam reikéty skirti bent 7 paras.

MaZos biomasés koncentracijos bandymai (b variantas)

Siuo atveju reikéty atlikti toliau aprasytus pakeitimus ir pataisas, papildant arba pakeiciant kai kurias
pagrindinio teksto dalis ir punktus.

A.6 6 skirsnis ,BANDYMO PRINCIPAS“ papildomas Siuo tekstu:

,Pagal §j metoda galima naudoti 1:100 santykiu atskiesta anaerobinj dumbla, i§ dalies siekiant imituoti maza
natiiralaus dumblo ir dugniniy nuosédy aktyvuma. Inkubavimo temperatiira gali bati 35 °C arba tokia pati,
kokia buvo toje vietoje, i§ kurios paimtas éminys. Kadangi bakterijy aktyvumas yra kur kas maZesnis negu
neskiestame dumble, inkubacinj perioda reikéty pratesti bent iki 7 pary.”

A.7 12 skirsnio a punktas papildomas Siuo tekstu:

»inkubatoriaus temperatiiros intervalo Zemutiné riba turéty siekti iki 15 °C“.
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A.8  Po 13 skirsnio jra3omas papildomas reagentas:

,Fosforo rugstis (H,PO,), 85 % (masés) vandeninis tirpalas.

A.9 16 skirsnio pabaigoje jrajoma:

,Galutiné bendra sausy kietyjy medziagy koncentracija per bandymg turéty bati 0,20 £ 0,05 g/l

A.10 17 skirsnis. Bandymo substratas
Sio substrato naudoti nereikia, jis pakeiciamas mieliy ekstraktu (zr. 17 skirsnj; A.11, A.12, A.13).
A.11 Anaerobiniam dumblui skiesti biitina naudoti mineraliniy medziagy terpe su mikroelementais. Dél patogumo

i 8ig terpe dedama organinio substrato — mieliy ekstrakto.
Po 17 skirsnio jterpiamas toks tekstas:

,4) bandymo mineraliné terpé su mieliy ekstraktu.

Ji ruosiama i§ 10 karty didesnés koncentracijos bandymo terpés (17 skirsnio b punktas; A.12) su
mikroelementy tirpalu (17 skirsnio ¢ punktas; A.13). Naudokite ka tik gauty Sviezig natrio sulfido
nonahidratg (17 skirsnio b punktas; A.12) arba prie§ naudodami jj iplaukite ir iSdZiovinkite, kad
uztikrintuméte pakankamg jo redukuojamajg geba. Jeigu bandymas atliekamas nenaudojant bokso (12
skirsnio j punktas), natrio sulfido koncentracija pradiniame tirpale (1 g/l) reikéty padidinti iki 2 g/l. Taip
pat galima jdéti natrio sulfido i§ tinkamo pradinio tirpalo, jleidZiant jj per uzkimsty bandymo buteliy
sandariklj, taip sumazinant oksidacijos rizika; galutiné jo koncentracija turi bati 0,2 gfl. Kitu atveju
galima naudoti titano (IlI) citrata (17 skirsnio b punktas) — jis ileidziamas per uzkimsty bandymo buteliy
sandariklj ir jo koncentracija turi bati 0,8—1,0 mmol/l. Titano (IlI) citratas yra labai veiksmingas ir mazai
toksiskas reduktorius, kuris ruosiamas taip: 2,94 g trinatrio citrato dihidrato iStirpinama 50 ml skiedimui
tinkamo vandens, i§ kurio paalintas deguonis (14 dalis) (taip gaunamas 200 mmol/l tirpalas) ir jpilama
5 ml titano (Il) chlorido tirpalo (15 g [ 100 ml skiedimui tinkamo vandens). Neutralizuokite pH iki
7 = 0,5 naudodami natrio karbonatg ir, pisdami azoto dujy srauta, supilkite gautg skystj j reikiama
serumo buteliukg. Titano (IIl) citrato koncentracija $iame pradiniame tirpale yra 164 mmol/l. Sig terpe
bandymui naudokite i§kart arba ne ilgiau kaip 1 dieng laikykite 4 °C temperatiiroje.

A.12 b) 10 karty didesnés koncentracijos bandymo terpé, paruosta i§ $iy medziagy:

bevandenio kalio dihidrogenfosfato (KH,PO,) 2,7 g
dinatrio vandenilio fosfato (Na,HPO,) 449
(arba 11,2 g dodekahidrato) 53¢
amonio chlorido (NH,Cl)

kalcio chlorido dihidrato (CaCl, 2H,0) 0,75 ¢
magnio chlorido heksahidrato (MgCl, 6H,0) 10¢g
gelezies (1) chlorido tetrahidrato (FeSO, 4H,0) 02¢g
resaziirino (oksidacijos-redukcijos indikatoriaus) 0,01g
natrio sulfido nonahidrato (Na,S 9H,0) 10g

(arba titano (III) citrato), galutiné koncentracija

0,8-1,0 mmol/l

mikroelementy tirpalas (Zr. 17 skirsnio ¢ punkta; A.13) 10,0 ml
mieliy ekstraktas 100 g
Istirpinkite skiedimui tinkamame vandenyje (14 skirsnis) ir papildykite 1 000 ml
iki

A.13 ¢) Mikroelementy tirpalas, ruosiamas i§ $iy medziagy:
mangano (II) chlorido tetrahidrato (MnCl, - 4H,0) 05¢

ortoboro riigsties (H,BO,)

0,05¢g
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cinko chlorido (ZnCl,) 0,05¢
vario (1) chlorido (CuCl,) 0,03 ¢
natrio molibdato dihidrato (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
kobalto (1) chlorido heksahidrato (CoCl, - 6H,0) 10¢g
nikelio (II) chlorido heksahidrato (NiCl, - 6H,0) 01g
dinatrio selenito (Na,SeO,) 0,05¢
Flit.irpinkite skiedimui tinkamame vandenyje (14 skirsnis) ir papildykite 1 000 ml“
iki

A.14 25 skirsnis. [Sankstinis bandymas

Bitina atlikti iSankstinj bandyma 24 skirsnyje aprasyta tvarka, iSskyrus tai, kad dumblo kietyjy medziagy
koncentracija per §j bandymg turéty bati 1/100 nurodyty koncentracijy, t. y. 0,1 g/, 0,2 g/l ir 0,4 g/l
Inkubacinis periodas turéty trukti bent 7 paras.

Pastaba. Per tarplaboratorinj bandyma (5) virSerdvés tairis — 75 % bendro tario — buvo gerokai per didelis;
rekomenduojamas intervalas yra 10-40 %. Atitinkamas kriterijus yra tai, kad dujy, susidariusiy esant
mazdaug 80 % slopinimui, tiiris turéty baiti matuojamas pakankamai preciziskai (pvz., su £5-10 % paklaida).

A.15 26-30 skirsniai. Bandomosios cheminés medziagos, pasélio ir substrato déjimas

Sios medziagos dedamos j bandymo indus taip pat, kaip aprasyta nurodytuose skirsniuose, taciau substrato
tirpalas (17 skirsnis) pakei¢iamas bandymo terpe, i kurig déta mieliy ekstrakto substrato (A.11).

Galutiné sausy kietyjy dumblo medziagy koncentracija taip pat sumazinama nuo 2-4 g/l iki 0,2 £ 0,05 g/l
(A.9). Du sudedamyjy daliy déjimo | bandomaji miinj pavyzdziai pateikti A.1 lenteléje, kuria pakeiciama 29
skirsnio lentelé.

A.16 33 skirsnis. Buteliy inkubacija
Dél numatomos mazesnés dujy i§skyrimo spartos inkubacinis periodas trunka bent 7 paras.
A.17 34 skirsnis. Slégio matavimai

Jeigu reikia nustatyti dujinés fazés medziagy kiekius, buteliy virSerdvés slégis matuojamas pagal ta pacia
procediirg, kaip aprasyta 34 skirsnyje. Jeigu reikia iSmatuoti bendrg CO, ir CH, kieki, skystosios fazés pH
sumazinamas iki mazdaug 2, i kiekvieng atitinkama butelj i$virks¢iant H,PO, ir iSmatuojant slégi po 30
minuciy purtymo tokioje pacioje temperatiiroje, kokia palaikoma per bandymg. Tac¢iau daugiau informacijos
apie pasélio kokybe galima gauti iSmatuojant slégj kiekviename butelyje prie§ rtigitinimg ir po jo. Pavyzdziui,
kai CO, i$skyrimo sparta yra kur kas didesné negu metano, gali pasikeisti fermentuojanciyjy bakterijy jautris
ir (arba) bandomoji cheminé medziaga pirmiausia paveikia metang i$skiriancias bakterijas.

A.18 36 skirsnis. pH matavimas

Jeigu naudojama H,PO,, reikéty paruosti papildomy pH matuoti skirty buteliy, i kuriuos nededama H,PO,.

NUORODA.

Madsen, T, Rasmussen, HB; and Nilsson, L (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals. Project No.336, Water Quality Institute, Danish Environment Protection Agency, Copenhagen.
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A.1 lentelé.

Bandiniy partijy ruos$imo bandymui pavyzdziai

[prasta déjimo eilés

Reakcijos misinio sudedamosios dalys 1 pavyzdys 2 pavyzdys tvarka
Paruosto pasélio koncentracija (g/1) 0,42 2,1 —
[déto pasélio taris (ml) 45 9 4
Pasélio koncentracija bandymo buteliuose (g/1) 0,20 0,20 —
Jdétos bandymo terpés tiiris (ml) 9 9 2
Ipilto skiedimui skirto vandens taris (ml) 36 72
Mieliy ekstrakto koncentracija bandymo buteliuose (g/ 9,7 9,7 —
1)
Bandomosios cheminés medziagos pradinio tirpalo ti- 3 3 1
ris (ml)
Bendras skyscio tiiris (ml) 93 93 —
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5 priedélis
Savoky apibréztys
Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy sgvoky apibréztys.

Cheminé medZiaga — medziaga arba miSinys.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant § bandymo metodg tiriama cheminé medziaga arba misinys.
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C.35 TOKSISKUMO LUMBRICULUS DUGNINIY NUOSEDY IR VANDENS SISTEMOJE BANDYMAS
NAUDOJANT DUGNINES NUOSEDAS SU JITERPTA BANDOMAJA MEDZIAGA

[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 225 (2007). Vandens telkiniy dugno nuosédas
ryjantys podugnio gyviinai gali patirti didelj dugninése nuosédose besikaupian¢iy cheminiy medziagy poveiki,
todél reikéty jiems skirti ypa¢ daug démesio, kaip raSoma literattiroje, pvz., (1), (2), (3). I§ 3iy dugnines
nuosédas ryjanciy gyviny itin svarbios vandens telkiniy dugno nuosédy ekosistemoms yra vandens mazaserés
zZieduotosios kirmélés (Oligochaeta). Nuo 3iy dugnines nuosédas biologiskai perdirbanciy gyviiny, kuriais minta
kiti plésrieji gyviinai, gali labai priklausyti tokiy cheminiy medZiagy biologinis prieinamumas kitiems
organizmams, pvz., bentosu mintan¢ioms Zuvims. Kitaip negu dugno pavirSiaus organizmai, podugnyje
gyvenanc¢ios vandens maZzaerés Zieduotosios kirmélés (pvz., Lumbriculus variegatus) jsirausia i dugnines
nuosédas ir minta rydamos po dugno pavirSiumi esancias nuosédy daleles. Taip bandomoji cheminé medziaga
i§ tiesy paveikia bandomuosius organizmus visais jmanomais jos jsisavinimo badais (pvz., per salytj su ja ir
praryjant ja uZterSty dugniniy nuosédy daleliy, taciau taip pat per dugno pory vandenj ir vir§ dugno esancio
vandens sluoksnj).

2. Pagal §j bandymo metodg siekiama jvertinti ilgalaikj dugninése nuosédose esanciy cheminiy medziagy poveikj
podugnio mazaseréms Zieduotosioms kirméléms Lumbriculus variegatus (Miiller). Jis pagristas esamais dugniniy
nuosédy toksiskumo ir biologinio kaupimosi bandymy protokolais, pvz., (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10). Sis
metodas skirtas taikyti stacionariojo bandymo sglygomis. Pagal §j bandymo metoda pasirinktas bandomosios
cheminés medziagos poveikio scenarijus yra jos jterpimas i dugnines nuosédas. Dugninés nuosédos su jterpta
bandomagja chemine medziaga naudojamos siekiant imituoti ta medZiaga uZter$tas nuosédas.

3. Cheminés medziagos, kuriy poveikj dugninése nuosédose gyvenantiems organizmams reikia itirti, paprastai
lieka siame sluoksnyje ilgg laika. Dugninése nuosédose gyvenantys organizmai gali patirti iy medziagy poveikj
keliais btidais. Kiekvieno poveikio bido santykiné reik§mé ir trukmé, reikalinga bendram toksiniam poveikiui
pasiekti, priklauso nuo atitinkamos cheminés medziagos fizikiniy bei cheminiy savybiy ir nuo jos galutinés
baigties gyviino organizme. Jeigu tai lengvai jsigeriancios (adsorbuojamos) cheminés medziagos (pvz., kuriy
log K, > 5) arba kovalentiniy rysiy su dugninémis nuosédomis saistomos cheminés medziagos, reikéminga jy
poveikj gyviinai gali patirti prarydami jomis uZterSto pasaro. Siekiant nenuvertinti tokiy cheminiy medZiagy
toksiskumo, bandomiesiems organizmams daugintis ir augti reikalingas paSaras dedamas j dugnines nuosédas
pries dedant bandomaja cheming medziaga (11). Sis bandymo metodas aprasytas pakankamai igsamiai, kad
bity galima atlikti bandyma ir kartu atitinkamai keisti bandymo plana, atsizvelgiant j konkreciose laborato-
rijose esamas salygas ir jvairias bandomuyjy cheminiy medziagy savybes.

4. Bandymu pagal §j metodg siekiama nustatyti bandomosios cheminés medziagos poveikj bandomyjy organizmy
reprodukcijai ir biomasei. Vertinami biologiniai parametrai yra bendras igyvenusiy kirméliy skaicius ir
biomasé (sausosios medziagos masé) bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pabaigoje. Sie duomenys
i$analizuojami taikant regresijos modelj, siekiant jvertinti, kokiai koncentracijai esant bty patirtas x % poveikis
(pvz., ECy, EC,s ir EC, ), arba tikrinant hipotez¢ pagal statistinius kriterijus, siekiant nustatyti nepastebéto
poveikio koncentracijg (NOEC) ir maziausig pastebéto poveikio koncentracija (LOEC).

5. Sio priedo C.27 skyriuje ,Toksiskumo bandymas su chironomidais nuosédose ir vandenyje, naudojant nuosédas
su jterpta bandomgja chemine medziaga“ (6) pateikta daug bitinos ir naudingos informacijos apie tai, kaip
atlikti bandymus pagal aprasytaji dugniniy nuosédy toksiskumo bandymo metody. Taigi, remiantis Siuo
dokumentu, buvo parengti pakeitimai, reikalingi toksiskumo Lumbriculus variegatus dugninése nuosédose
bandymams atlikti. Papildomi dokumentai, | kuriuos daromos nuorodos, yra, pvz., ASTM Standard Guide for
Determination of the Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants by Benthic Invertebrates (3), U.S. EPA
Methods for Measuring the Toxicity and Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants with Freshwater Inverte-
brates (7) ir ASTM Standard Guide for Collection, Storage, Characterization, and Manipulation of Sediments for Toxico-
logical Testing and for selection of samplers used to collect benthic invertebrates (12). Be to, svarbiis informacijos
Saltiniai rengiant § dokumentg buvo praktiné patirtis, sukaupta atliekant tarplaboratorinius bandymus pagal §j
metoda ((13), tarplaboratorinio bandymo ataskaita), ir literatiiros 3altiniuose pateikta informacija.

BUTINA INFORMACIJA IR GAIRES

6. Informacija apie bandomaja cheming medZiaga, kaip antai ispéjimus dél saugos, tinkamas tos medziagos
laikymo salygas ir analizés metodus, reikéty gauti pries pradedant jg tirti. Gairiy dél bandomyjy cheminiy
medziagy, kuriy bandymus sunku atlikti dél jy fizikiniy ir cheminiy savybiy, pateikta (14).
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7. Prie§ pradedant bandymg, turéty bati Zinoma tokia informacija apie bandomaja cheming medZiaga:

— bendrinis pavadinimas, cheminis (geriausia [IUPAC) pavadinimas, struktdriné formulé, CAS registro numeris,
grynumas;

— gary slégis;
— tirpumas vandenyje.
8.  Prie§ pradedant bandyma, naudinga turéti papildomos informacijos apie bandomosios medziagos:
— oktanolio [ vandens pasiskirstymo koeficienta K_;
— organinés anglies | vandens pasiskirstymo koeficientg K ;
— hidrolize;
— fotocheminj virsma vandenyje;
— biologinj skaiduma;
— pavirSiaus jtemptj.

9.  Prie§ pradedant bandyma, reikéty gauti informacija apie tam tikras naudojamy dugniniy nuosédy savybes (7).
Apie tai i§samiau skaitykite 22-25 skirsniuose.

BANDYMO PRINCIPAS

10. Panasios fiziologinés buklés (sinchronizuotos, kaip apradyta 5 priedélyje) kirmélés patiria nuodingyjy medziagy,
kuriy tam tikros koncentracijos dedamos j dugniniy nuosédy ir vandens sistemos nuosédy faze, poveiki.
Bandymo terpéms reikéty naudoti dirbtines dugnines nuosédas ir regeneruota vandenj. Kontroliniai bandiniai
yra bandymo indai, j kuriuos nededama bandomosios cheminés medziagos. Ruosiant kiekvieno koncentracijos
lygio bandinius, bandomoji cheminé medziaga bendrai dedama i dar nepaskirstytas dugnines nuosédas, taip
siekiant sumazinti kiekvieno koncentracijos lygio kartotiniy bandiniy kintamuma, o tada bandomieji
organizmai jleidZiami j bandymo indus, kuriuose nustatyta reikiama dugniniy nuosédy ir vandens koncentracijy
pusiausvyra (zr. 29 skirsnj). Siose dugniniy nuosédy ir vandens sistemose bandomieji gyviinai yra 28 paras
veikiami bandomosios cheminés medziagos. Kadangi dirbtinése dugninése nuosédose mitybiniy medziagy yra
nedaug, reikéty i jas jdéti papildomo pasaro (zr. 22-23 skirsnius ir 4 priedéli), siekiant uztikrinti, kad kirmeélés
kontroliuojamomis salygomis augty ir daugintysi. Taip uZztikrinama, kad bandomieji gyviinai bandomosios
medziagos poveikj patirty tiek per vandenj ir dugnines nuosédas, tiek per pasara.

11. Pageidautina $io pobidzio tyrimo vertinamoji baigtis yra reprodukcijos arba, atitinkamai, biomasés EC,
(pvz., ECy,, EC,s ir EC,, — poveikio koncentracija, kuriai esant poveikj patiria x % bandomuyjy organizmy),
palyginti su kontroline grupe. Taliau reikia paZymeéti, jog turint omenyje didelj mazy EC_ verciy
(pvz., EC,,, EC,;) neapibréztumg su itin aukStomis 95 % pasikliovimo ribomis (pvz., (15)) ir statistinj
patikimuma, apskaiciuota tikrinant hipoteze, EC,, laikoma patikimiausia vertinamaja baigtimi. Taip pat galima
apskaiciuoti nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) ir maziausig pastebéto poveikio koncentracija (LOEC)
biomasei ir reprodukcijai, jeigu bandymo planas ir duomenys tinka Siems skai¢iavimams (Zr. 34-38 skirsnius).
Bandymo planas priklausys nuo tyrimo tikslo — gauti EC_ arba NOEC.

ETALONINIY MEDZIAGY BANDYMAI

12. Naudojant kontrolinius organizmus, turéty biti pakankamai patikimai jrodytas laboratorijos gebéjimas atlikti §
bandyma ir, jeigu yra ankstesniy duomeny, bandymo pakartojamumas. Be to, galima reguliariais intervalais
atlikti etaloninius toksikumo bandymus, naudojant etaloning nuodinggja medziaga, siekiant jvertinti
bandomuyjy organizmy jautri. Bandomyjy gyviiny jautrj ir bukle tinkamai nustatyti galima tik atlickant 96 val.
trukmés etaloninés medziagos toksiskumo vandenyje bandymus (4), (7). Informacijos apie pentachlorfenolio
(PCP) toksiskumg, nustatytg iSsamiais bandymais (per kuriuos 28 paras tirtas i dugnines nuosédas jterptos
bandomosios medziagos poveikis), pateikta 6 priedélyje ir pagal §j bandymo metodg atlikto tarplaboratorinio
bandymo ataskaitoje (13). Umus pentachlorfenolio toksinis poveikis, patiriamas tik vandenyje, apraytas
literatiiroje, pvz., (16). Sia informacija galima remtis lyginant bandomyjy organizmy jautrj per etaloninius
bandymus, naudojant etaloning nuodingaja medziaga pentachlorfenoli. Bandymams su L. variegatus rekomen-
duojama naudoti etalonines nuodinggsias medziagas kalcio chloridg (KCl) arba vario sulfatg (CuSO,) (4), (7).
Kol kas sunku nustatyti bandymo kokybés kriterijus, remiantis KCl toksiskumo duomenimis, nes literattiroje
triksta duomeny apie L. variegatus. Informacijos apie vario toksiskumag L. variegatus galima rasti literattiroje
(17)~(21).
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BANDYMO TINKAMUMAS

13. Bandymas pripazistamas tinkamu, jeigu tenkinami $ie reikalavimai:

— per tarplaboratorinj bandyma (13) nustatyta, kad naudojant Lumbriculus variegatus, vidutinis gyvy kirméliy
skaicius kiekviename kartotiniame kontrolinés grupés bandinyje iki bandomosios medZiagos poveikio
laikotarpio pabaigos turéty padidéti bent 1,8 karto, palyginti su poveikio laikotarpio pradzioje kiekviename
kartotiniame bandinyje buvusiy kirméliy skai¢iumi;

— pavirSinio vandens pH per visg bandyma turéty biti 6-9;

— deguonies koncentracija pavirSiniame vandenyje bandymo metu, esant bandymo temperatiirai, turéty biti
ne mazesné negu 30 % oro soties vertés.

BANDYMO METODO APRASYMAS
Bandymo sistema

14. Rekomenduojama naudoti stacionarigsias sistemas, nekei¢iant pavir§inio vandens sluoksnio. Jeigu dugniniy
nuosédy ir vandens santykis (Zr. 15 skirsnj) yra tinkamas, paprastai pakanka nestipriai aeruoti vandenj, kad jo
kokybé bity tinkama bandomiesiems organizmams (pvz., biity palaikomas optimalus istirpusio deguonies lygis
ir mazinamas Salinimo produkty kaupimasis). Pusiau stacionarias arba dinamines sistemas, kuriose pavirSinis
vanduo kartkartémis arba nuolat atnaujinamas, reikéty naudoti tik iSimtiniais atvejais, nes manoma, kad
reguliarus pavirSinio vandens keitimas veikia cheming pusiausvyra (pvz. i§ bandymo sistemos iSplaunama
bandomoji cheminé medZiaga).

Bandymo indai ir aparatiira

15. Bandomosios medziagos poveikis turéty bati tiriamas naudojant, pvz., 250 ml tario (6 cm skersmens)
chemines stiklines (pagamintas i§ stiklo). Galima naudoti ir kitus tinkamus stiklinius indus, jeigu juose
palaikomi tinkamo storio pavirSinio vandens ir dugniniy nuosédy sluoksniai. Kiekviename inde turéty bati
mazdaug 1,5-3 cm storio paruosty dugniniy nuosédy sluoksnis. Dugniniy nuosédy ir pavirsinio vandens
sluoksniy gylio santykis turéty bati 1:4. Indai turéty bati tinkamos talpos, turint omenyje jy ikrova,
t. y. dugniniy nuosédy svorio vienetui tenkantj bandomyjy kirméliy skaiciy (taip pat Zr. 39 skirsnj).

16. Bandymo indai ir kita su bandomgja chemine medzZiaga besilieCianti aparatiira turéty biiti pagaminta tik i§
stiklo ar kitos chemiskai inertinés medziagos. Reikéty stengtis, kad visos naudojamos jrangos dalys biity be
medziagy, galinciy tirpdyti ar sugerti bandomasias chemines medziagas arba i$skirti kitas chemines medziagas
ir pakenkti bandomiesiems gyviinams. Bet kokia su bandymo terpémis besilie¢ianti jranga turéty biti
pagaminta i§ politetrafluoretileno (PTFE), nerudijancio plieno ir (arba) stiklo. Organinéms cheminéms
medziagoms, kurios, kaip Zinoma, yra linkusios jsigerti i stiklo pavirsiy, gali reikéti naudoti silanizuoto stiklo
indus. Siais atvejais panaudotg jrangg reikia pasalinti.

Bandomoji riisis

17. Sio pobiidzio tyrimui naudojama bandomyjy gyviiny riisis yra gélavandenés mazaserés Zieduotosios kirmélés
Lumbriculus variegatus (Miiller). Sios riisies kirmélés pakencia labai jvairiy r@isiy dugnines nuosédas ir placiai
naudojamos dugniniy nuosédy toksiskumo ir biologinio kaupimosi bandymams [pvz., (3), (5), (7), (9), (13),
(15), (16), (22), (23), (24), (25), (26), 27), (28), (29), (30), (31), (32), (33), (34), (35)]. Bandymo ataskaitoje
reikéty nurodyti bandomyjy gyviiny kilme, patikimai identifikuoti ragj (pvz., (36)) ir aprasyti bandomyjy
kultary auginimo salygas. Rasies identifikuoti prie§ kiekvieng bandyma nebitina, jeigu organizmai bandymui
imami i§ toje pacioje laboratorijoje auginamos kultaros.

Bandomyjy organizmy kultiiry auginimas

18. Siekiant turéti pakankamai kirmeéliy dugniniy nuosédy toksiskumo bandymams, naudinga laboratorijoje nuolat
turéti auginamy ir veisiamy kirméliy kultiirg. 5 priedélyje pateikta gairiy, kokiais metodais Lumbriculus
variegatus kultiiros gali bati auginamos laboratorijose, ir nurodyti pradiniy kultary tiekimo $altiniai. I$samios
informacijos apie Sios rusies kultliry auginimg pateikta literatiroje (3), (7), (27).

19. Siekiant uztikrinti, kad bandymams biity naudojami tos pacios rasies gyviinai, labai patartina veisti vienarases
kultiras. Reikia uZtikrinti, kad auginamos kultiros ir ypa¢ bandymams naudojamos kirmélés biity be
pastebimy ligy ir anomalijy.
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Vanduo

20. Kaip pavir$inj vandenj atliekant bandymus rekomenduojama naudoti regeneruota vandenj pagal $io priedo C.1
skyriy (37); ji taip pat galima naudoti laboratorijoje auginamoms kirméliy kultiroms (kaip ji paruosti,
skaitykite 2 priedélyje). Kai reikia, galima naudoti gamtinj vandenj. Pasirinktas vanduo turi biiti tokios kokybés,
kad bandomosios riiSies gyviinai per aklimatizacijos ir bandymo laikotarpius jame augty ir daugintysi be
i$vaizdos ar elgsenos pakitimy. Irodyta, kad Lumbriculus variegatus gali gyventi, augti ir daugintis tokiame
vandenyje (30), kurj naudojant uZtikrinamos itin standartizuotos bandymo ir kultiiry auginimo salygos. Jeigu
naudojamas regeneruotas vanduo, reikéty nurodyti jo sudétj ir prie§ naudojant vandenj istirti, nustatant bent jo
pH, deguonies kiekj ir kietumg (iSreiskiama CaCO, kiekiu, mg/l). Naudingos informacijos galima gauti
iSanalizavus numatomame naudoti vandenyje esan¢ius mikrotersalus (Zr. pvz., 3 priedélj).

21. Pavir$inio vandens pH turéty biti nuo 6,0 iki 9,0 (zr. 13 skirsnj). Jeigu numatoma, kad per bandyma susidarys
daugiau amoniako, patartina palaikyti 6,0-8,0 pH, o atliekant, pvz., nestipriy organiniy riig§¢iy bandymus,
patartina patikslinti pH, | bandymui naudojamg vandenj jpilant buferinio tirpalo, kaip aprasyta literatiroje,
pvz., (16). Bendrasis bandymui naudojamo vandens kietumas turéty biti toks, kad viename gamtinio vandens
litre baty 90-300 mg CaCO,. 3 priedélyje apibendrinti papildomi kriterijai, taikomi skiedimui tinkamam
vandeniui pagal EBPO gaires Nr. 210 (38).

Dugninés nuosédos

22. Kadangi neuztersty natiiraliy dugniniy nuosédy i§ tam tikro $altinio gali bati jmanoma gauti ne visus metus ir
kadangi tose nuosédose esantys vietiniai organizmai bei mikroterSalai gali daryti jtaka bandymui, patartina
naudoti paruostas nuosédas (taip pat vadinamas perdirbtomis, dirbtinémis arba sintetinémis nuosédomis).
Naudojant paruostas nuosédas, maziau kinta bandymo salygos ir nuosédose nejsiveisia vietinés faunos. Toliau
apradytos dugninés nuosédos, ruosiamos dirbtiniy nuosédy pagrindu pagal literatiiros Saltinius (6), (39), (40).
Jas rekomenduojama naudoti Sio pobiidzio bandymams ((6), (10), (30), (41), (42), (43)):

a) 4-5 % kiminy durpiy (sausosios medziagos masés); durpes svarbu naudoti milteliy pavidalu, vidutinio
suirimo lygio, smulkiai sumaltas (daleliy dydis < 0,5 mm) ir tik ore i§dZiovintas.

b) 20 £ 1 % kaolino molio (sausosios medZiagos masés) (patartina, kad kaolinito jame bty daugiau kaip
30 %);

¢) 75-76 % kvarcinio smélio (sausosios medziagos masés) (naudojamas smulkus smeélis, kurio daleliy dydis <
2 mm, taciau daugiau kaip 50 % daleliy jame turéty bati 50-200 pm dydzio).

d) Kartu su dugniniy nuosédy sausosiomis sudedamosiomis dalimis jpilama dejonizuoto vandens (30-50 %
nuosédy sausosios medZiagos masés).

e) Galutinio nuosédy misinio pH verté patikslinama jdedant chemiskai gryno kalcio karbonato (CaCO3).

f) Bendrosios organinés anglies kiekis galutiniame miSinyje turéty bati 2 % (x 0,5 %) nuosédy sausosios
medziagos masés; Sis kiekis turéty bati tikslinamas jdedant tinkamus durpiy ir smélio kiekius pagal a—c
punktus.

g) Kartu su sausosiomis nuosédy sudedamosiomis dalimis jdedama pasaro, pvz., malty didZiosios dilgélés lapy
(Urtica sp., Zaliava turi bati tinkama vartoti Zmonéms pagal farmacijos standartus) arba malty Urtica sp.
lapy, sumaiSyty su alfa celiulioze santykiu 1:1; dedamo pasaro kiekis turi bati 0,4-0,5 % nuosédy sausosios
medZziagos masés; daugiau apie tai skaitykite 4 priedélyje.

23. Reikéty Zinoti, i§ kokio 3altinio gautos durpés, kaolino molis, pasarinés medziagos ir smélis. Kartu su tuo, kas
nurodyta g punkte, Sio priedo C.27 skyriuje (6) i§vardyti augaliniai pakaitalai, tinkami naudoti kaip pasaro
Saltinis: dziovinti baltojo SilkmedZio (Morus alba) lapai, baltieji dobilai (Trifolium repens), darZiniai Spinatai
(Spinacia oleracea) arba javy Zelmenys.

24. Pasirinkto pasaro turéty biti dedama i dugnines nuosédas pries jterpiant bandomajg cheming medziaga arba
kartu su ja. Reikéty rinktis tokj pasara, kad buty galima uztikrinti bent pakankamg reprodukcijos lygi kontroli-
niuose bandiniuose. Naudingos informacijos galima gauti iSanalizavus numatomose naudoti dirbtinése
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nuosédose ar jy sudedamosiose dalyse esancius mikroterSalus. Sintetiniy nuosédy ruodimo pavyzdys pateiktas
4 priedélyje. Taip pat galima sumaiSyti sausas sudedamasias dugniniy nuosédy dalis, jei galima jrodyti, kad
uzpylus pavirsinio vandens sluoksnj nuosédy sudedamosios dalys neatsiskiria (pvz., durpiy dalelés neisplaukia i
pavirsiy) ir kad durpés arba nuosédos yra pakankamai kondicionuotos (taip pat zr. 25 skirsnj ir 4 priedélj).
Apibiudinant dirbtines nuosédas, reikéty nurodyti bent jy sudedamyjy daliy kilme, granuliometring sudétj
(procentines smélio, dumblo ir molio dalis), bendrosios organinés anglies kieki, vandens kiekj ir pH.
Oksidacijos-redukcijos potencialo matuoti nebtina.

25. Kai reikia, pvz., konkretiems bandymo tikslams pasiekti, bandymui ir (arba) kultiiry auginimui galima naudoti
natiiralias dugnines nuosédas, paimtas i§ neuztersty viety (3). Tadiau jeigu naudojamos nataralios nuosédos, jas
apibadinant reikéty nurodyti bent jy kilme (surinkimo vietg), pory vandens pH ir amoniako kiekij, bendrosios
organinés anglies ir azoto kiekius, granuliometring sudétj (procentines smélio, dumblo ir molio dalis) ir
vandens procentinj kiekj (7). Jose neturéty bati jokiy terSaly ir kity organizmy, galinciy konkuruoti su
bandomaisiais organizmais arba jais maitintis. Oksidacijos-redukcijos potencialo ir katijony mainy talpos
matuoti nebitina. Taip pat rekomenduojama, pries jterpiant bandomaja cheming medziagg, natiralias dugnines
nuosédas septynias paras kondicionuoti tokiomis paciomis, kaip bisimo bandymo, salygomis. Sio kondicio-
navimo periodo pabaigoje pavir$inj vandenj reikéty nupilti ir pasalinti.

26. Dugninés nuosédos turi bati tokios kokybeés, kad kontroliniai organizmai per visa bandomosios medzZiagos
poveikio laikotarpj jose iSgyventy ir daugintysi be i$vaizdos ar elgsenos pakitimy. Kontrolinés grupés kirmeélés
turéty jsirausti j nuosédas ir maitintis jas rydamos. Kontroliniy organizmy reprodukcija turéty bent atitikti 13
skirsnyje nurodytg tinkamumo kriterijy. Reikéty uZradyti, ar nuosédy pavirsiuje yra, ar néra imaty kruopeliy —
i§ to galima spresti, ar kirmélés ryja nuosédas, ir tai gali padéti aiskinti su bandomosios medziagos poveikio
budais susijusius bandymo rezultatus. Papildomos informacijos apie nuosédy rijimg galima gauti taikant
literatiiros Saltiniuose (24), (25), (44), (45) apraSytus metodus, pagal kuriuos apib@idinamas bandomyjy
organizmy nuosédy rijimas arba daleliy atranka.

27. Natiraliy nuosédy apdorojimo, pries naudojant jas laboratorijoje, procediiros apraytos literatiiros Saltiniuose
(3), (7), (12). Per Lumbriculus bandymg rekomenduojamy naudoti dirbtiniy nuosédy ruo$imas ir laikymas
aprasyti 4 priedélyje.

Bandomosios cheminés medZiagos naudojimas

28. Bandomoji cheminé medZiaga jterpiama j dugnines nuosédas. Kadangi dauguma bandomyjy cheminiy
medzZiagy yra mazai tirpios vandenyje, reikéty paruosti jy pradinj tirpalg, iStirpinant jas kuo maZesniame
tinkamo organinio tirpiklio (pvz., acetono, n-heksano, cikloheksano) kiekyje. Pradinj tirpala reikéty atskiesti tuo
paciu tirpikliu, kuris naudojamas ruosiant bandomuosius tirpalus. Renkantis tinkama soliubilizavimo
priemong, pagrindiniai kriterijai turéty bati tirpiklio toksiskumas bei lakumas ir bandomosios cheminés
medziagos tirpumas pasirinktame tirpiklyje. Kiekvienam koncentracijos lygiui turéty biiti naudojamas vienodas
atitinkamo tirpalo kiekis. Ruosiant kiekvieno koncentracijos lygio bandinius, bandomoji cheminé medziaga
turéty biti bendrai dedama | dar nepaskirstytas dugnines nuosédas, taip siekiant sumazinti kiekvieno
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos lygio kartotiniy bandiniy kintamuma. Tada kiekvienas
bandomasis tirpalas sumaiSomas su kvarciniu sméliu, kaip aprasyta 22 skirsnyje (pvz., po 10 g kvarcinio
smélio j kiekviena bandymo inda). Nustatyta, jog vienam kvarcinio smélio gramui pakanka 0,20-0,25 ml
tirpalo, kad smélis visiskai permirkty. Véliau tirpiklis turi bati iSgarintas iki sausos masés. Kad kuo maziau
bandomosios cheminés medziagos buty prarasta dél garavimo kartu su tirpikliu (pvz., priklausomai nuo tos
cheminés medZziagos gary slégio), ja padengta iSdziovintg smélj reikéty naudoti iSkart. Sausas smélis
sumai$omas su tinkamu paruosty atitinkamo koncentracijos lygio nuosédy kiekiu. Ruosiant dugnines nuosédas
reikia atsizvelgti | bandomosios cheminés medziagos ir smélio miSinyje esantj smélio kiekj (t. y. ruosiant
nuosédas reikéty atitinkamai maziau déti smeélio). Svarbiausias Sios procediiros pranasumas yra tai, kad |
dugnines nuosédas visai nepatenka tirpiklio (7). Kitu atveju, pvz. naudojant i§ lauko paimtas dugnines
nuosédas, bandomgja cheming medziaga galima déti jterpiant i i§dZiovinty ir smulkiai sumalty nuosédy dalj,
kaip pirmiau nurodyta kalbant apie kvarcinj smélj, arba jmaiSant bandomaja medziaga i $lapias dugnines
nuosédas ir bet kokig naudotg soliubilizavimo priemone véliau iSgarinant. Reikéty stengtis uZztikrinti, kad j
dugnines nuosédas dedama bandomoji cheminé medziaga biity jose kruops¢iai ir tolygiai paskirstyta. Jei reikia,
siekiant patikrinti tikslines medziagos koncentracijas nuosédose ir nustatyti jy vienalytiskuma, galima atlikti
daliniy éminiy analiz¢. Taip pat, siekiant patvirtinti tikslines koncentracijas nuosédose, gali bati naudinga
isanalizuoti dalinius bandymo tirpaly éminius. Kadangi kvarciniam sméliui padengti bandomaja chemine
medziaga naudojamas tirpiklis, reikéty naudoti tirpiklio kontrolinj bandinj, kuris paruo$iamas naudojant tokj
patj tirpiklio kiekj, koks détas j bandomagja medZiaga apdorotas nuosédas. Bandymo ataskaitoje reikéty
nurodyti, pagal kokj metoda bandomoji medziaga jterpta j nuosédas, ir dél kokiy priezasciy pasirinkta ta, o ne
kita i§ pirmiau apraSyty jos jterpimo procediry. Bandomosios cheminés medZiagos iterpimo metodg galima
pritaikyti atsizvelgiant i tos medziagos fizikines ir chemines savybes, pvz., siekiant i$vengti jos nuostoliy dél
garavimo ja jterpiant arba reguliuojant pusiausvyrg. Papildomy gairiy dél bandomyjy cheminiy medZiagy
jterpimo procediiry pateikta Environment Canada (1995) (46).
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29. Paruostas nuosédas su jterpta bandomgja chemine medziaga paskirscius j kartotiniy bandiniy indus ir uzpylus
bandymui tinkamu vandeniu, patartina palaukti, kol dalis bandomosios cheminés medziagos i§ dugno nuosédy
issiskirs | vandenine faze (Zr., pvz., (3), (7), (9)). Pageidautina, kad tai vykty bandymo temperatiiros ir aeracijos
salygomis. Tinkama pusiausvyros nusistovéjimo trukmeé priklauso nuo naudojamy nuosédy ir cheminiy
medziagy — tai gali trukti kelias valandas ar dienas arba, retais atvejais, ilgiausiai kelias (4-5) savaites
(Zr., pvz., (27), (47)). Atliekant § bandyma nelaukiama, kol visiSkai nusistovés pusiausvyra, taciau patartina
pusiausvyros nusistovéjimui skirti laiko tarpg nuo 48 valandy iki 7 pary. Taip sutrumpinamas bandomosios
cheminés medziagos skaidymo laikas. Priklausomai nuo tyrimo tikslo, pvz., kai reikia imituoti gamtines
aplinkos sglygas, nuosédas su jterpta chemine medziaga galima palikti iki tol, kol nusistovés pusiausvyra, ar
brandinti dar ilgesnj laika.

30. Siam pusiausvyros nusistovéjimo periodui pasibaigus, reikéty paimti bent pavirinio vandens ir jungtinius
dugniniy nuosédy (bent pacios didZiausios ir vienos maZesnés koncentracijos) éminius bandomosios cheminés
medziagos koncentracijos analizei. Po $iy bandomosios cheminés medziagos analiziniy nustatymy turéty biti
jmanoma apskaiciuoti masés balansg ir iSreiksti rezultatus remiantis i§matuotomis pradinémis koncentracijomis.
Apskritai, imant éminius, dugniniy nuosédy ir vandens sistema suardoma arba sunaikinama, todél ty paciy
kartotiniy bandiniy paprastai nejmanoma naudoti nuosédy ir kirméliy éminiams tirti. Reikia paruosti
papildomus analizei skirtus bandinius tinkamy matmeny induose, kurie baty tvarkomi taip pat, kaip ir kiti
bandiniai (i juos taip pat dedama bandomyjy organizmy), taciau nenaudojami biologiniams stebéjimams.
Reikéty rinktis tokiy matmeny indus, kad i§ jy bhty galima imti pagal taikoma analizés metodg reikiamo
dydzio éminius. Apie éminiy émimg i$samiau raSoma 53 skirsnyje.

BANDYMO EIGA
ISankstinis bandymas

31. Jeigu néra informacijos apie bandomosios cheminés medziagos toksiskumg Lumbriculus variegatus, gali biuti
naudinga atlikti iankstinj bandyma, siekiant parinkti nustatomajam bandymui tinkama koncentracijy intervala
ir pagerinti nustatomojo bandymo salygas. Siuo tikslu sudaroma labai besiskirian¢iy bandomosios cheminés
medziagos koncentracijos ver¢iy eiluté. Kirmélés yra tam tikra laiko tarpa (pvz., 28 paras, kaip ir per
nustatomgajj bandyma) veikiamos kiekvienos bandomosios cheminés medziagos koncentracijos, taigi galima
jvertinti bandymui tinkamas koncentracijas; kartotiniy bandiniy paruosti nereikia. Per iSankstinj bandyma
reikéty stebéti ir aprasyti kirméliy elgsena, pvz., jeigu pastebima, kad jos vengia nuosédy (taip gali bati dél
bandomosios cheminés medziagos ir (arba) paciy nuosédy). Per iSankstinj bandymg nereikéty rinktis
bandomosios medziagos koncentracijy, virSijanc¢iy 1 000 mg vienam sausosios nuosédy medZiagos masés
kilogramui.

Nustatomasis bandymas

32. Per nustatomajj bandymg reikéty naudoti maziausiai penkias koncentracijos vertes, kurios pasirenkamos, pvz.,
remiantis iSankstinio intervalo nustatymo bandymo rezultatu (31 skirsnis) ir 35, 36, 37 bei 38 skirsniuose
aprayta tvarka.

33. Kartu su bandomaja grupe paruosiama kontroliné grupé (dél kartotiniy bandiniy Zr. 36, 37 ir 38 skirsnius)
naudojant visas tas pacias sudedamgsias dalis, taciau nededant bandomosios cheminés medZiagos. Jeigu
bandomoji cheminé medziaga dedama naudojant kokig nors soliubilizuojan¢ia medziagg, pastaroji medziaga
neturéty reik§mingai paveikti bandomuyjy organizmy (tokj poveikj parodyty papildomas kontrolinis bandinys, i
kurj déta tik tirpiklio).

Bandymo planas

34. Sudarant bandymo plang, parenkamas bandomosios medziagos koncentracijy skaicius ir intervalas, kiekvienos
koncentracijos bandiniy indy skai¢ius ir kirméliy skaicius kiekviename inde. Kokia tvarka reikia jvertinti EC,
arba NOEC ir atlikti riby nustatymo bandyma, raSoma 35, 36, 37 ir 38 skirsniuose.

35. Efektyviosios koncentracijos vertés (pvz., ECy, EC,;, EC,) ir koncentracijy, kurioms esant patiriamas
reik§mingas bandomosios cheminés medziagos poveikis, intervalas turéty patekti j bandymui pasirinkty
koncentracijos ver¢iy intervalg. Nereikéty ekstrapoliuoti iki kur kas maZesniy negu maziausioji poveiki
bandomiesiems organizmams daranti koncentracija arba kur kas didesniy nei didZiausia bandomoji koncent-
racija verciy. Jeigu iSimtiniais atvejais atlickama tokia ekstrapoliacija, biitina tai i§samiai paaiskinti ataskaitoje.
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36. Jeigu reikia jvertinti EC,, per bandyma reikéty pasirinkti bent penkias koncentracijos vertes ir paruosti bent po
tris kiekvienos koncentracijos kartotinius bandinius; kontrolinéje grupéje arba tirpiklio (jeigu naudojamas)
kontrolinéje grupéje patartina paruosti esis kartotinius bandinius, kad bity galima tiksliau jvertinti kontrolinés
grupés kintamumg. Bet kokiu atveju patartina bandymui pasirinkti pakankamg koncentracijos verciy skaiciy,
kad baty atliktas patikimas modelio jvertinimas. Koncentracijos turéty skirtis pastoviu santykiu, nevirijanciu 2
(isimtj galima daryti tais atvejais, kai koncentracijos ir atsako kreivés nuolydis yra nedidelis). Kiekvienos
koncentracijos kartotiniy bandiniy skai¢iy galima sumazinti, jeigu padidinamas 5-95 % atsaka sukelianciy
bandymo koncentracijos verciy skaiCius. Didinant kartotiniy bandiniy skai¢iy arba siaurinant bandymo
koncentracijy intervalus, paprastai per bandyma gaunami siauresni pasikliautinieji intervalai.

37. Jeigu reikia jvertinti LOEC (NOEC), per bandyma reikéty pasirinkti bent penkias koncentracijos vertes ir
paruosti bent po keturis kiekvienos koncentracijos kartotinius bandinius (kontrolingje grupéje arba tirpiklio
(jeigu naudojamas) kontrolingje grupéje patartina paruosti esis kartotinius bandinius, kad biity galima tiksliau
jvertinti kontrolinés grupés kintamuma). Pasirinktos koncentracijos vertés turéty skirtis pastoviu santykiu,
nevirsijanciu 2. 6 priedélyje pateikta informacijos apie statistinj patikimumag, nustatyta tikrinant hipoteze per
tarplaboratorinj bandyma pagal §j bandymo metoda.

38. Riby nustatymo bandyma (naudojant vieng bandomosios medziagos koncentracijg ir kontrolinius bandinius)
galima atlikti tada, kai nesitikima jokio poveikio, koncentracijai esant iki 1 000 mg vienam sausosios nuosedy
medziagos masés kilogramui (pvz., kaip nustatyta per iSankstinj intervalo nustatymo bandyma), arba kai
reikiamai NOEC vertei patvirtinti pakanka atlikti vienos bandomosios medZziagos koncentracijos bandyma.
Pastaruoju atveju ribinés koncentracijos pasirinkima reikéty i§samiai pagristi bandymo ataskaitoje. Atliekant
riby nustatymo bandyma, tikslas yra pasirinkti pakankamai didele bandomosios medZziagos koncentracijg, kad
uz sprendimy priémimg atsakingi asmenys galéty iSskirti galimg toksinj bandomosios cheminés medziagos
poveikj ir biity nustatyta ribiné jos koncentracijos verté, kurios jokiais biidais negalima vir§yti. Rekomen-
duojama koncentracija per riby nustatymo bandymg — 1 000 mg bandomosios medziagos vienam (sausosios
medziagos masés) kilogramui. Paprastai bitina paruo$ti ne maziau kaip $esis kartotinius tiek bandomuyjy
grupiy, tiek kontrolinius bandinius. 6 priedélyje pateikta informacijos apie statistinj patikimumg, nustatyta
tikrinant hipoteze per tarplaboratorinj bandyma pagal §j bandymo metoda.

Bandomosios medziagos poveikio sglygos
Bandomieji organizmai

39. Atliekant bandymg kiekviename kartotiniame bandinyje, naudojamame biologiniams parametrams nustatyti,
turi biti bent 10 kirméliy. Sis kirméliy skaicius atitinka mazdaug 50-100 mg $vieZios biomasés. Jei daroma
prielaida, kad sausosios medziagos joje yra 17,1 % (48), tai reiskia, kad kiekviename inde yra apie 9-17 mg
sausos biomasés. JAV aplinkos apsaugos agentiira (2000) (7) rekomenduoja, kad bandiniy jkrova (sausos
biomasés ir bendrosios organinés anglies santykis) nevirsyty 1:50. Naudojant 22 skirsnyje aprasytas paruostas
nuosédas, tokj santykj atitinka mazdaug 43 g nuosédy (sausosios medziagos mases) ir 10 kirméliy, bendrosios
organinés anglies kiekiui esant 2,0 % sausy nuosédy. Tais atvejais, kai i indg dedama daugiau kaip 10 kirméliy,
nuosédy ir pavirsinio vandens kiekius reikéty atitinkamai patikslinti.

40. Visos bandymui naudojamos kirmélés turéty bati i§ to paties Saltinio gauti, panasios fiziologinés biklés
gyviinai (Zr. 5 priedélj). Bandymui reikéty atrinkti panasaus dydzio kirméles (Zr. 39 dalj). Rekomenduojama
prie§ bandyma pasverti dalinj kirméliy, paimty i§ turimos kultiiros partijos ar atsargy, éminj, siekiant jvertinti
jy masés vidurkj.

41. Bandymui atrinktos kirmélés iSimamos i§ auginamos kultiiros indo (apie tai i§samiau skaitykite 5 priedélyje).
Dideli (suauge) gyvinai, neturintys neseno dalijimosi pozymiy, perkeliami | stiklinius indelius (pvz., Petri
leksteles) su $variu vandeniu. Tada jie sinchronizuojami, kaip aprasyta 5 priedélyje. Po 10-14 pary regeneracijos
laikotarpio reikéty naudoti bandymui sveikas nepazeistas panasaus dydzio kirméles, kurios, reaguodamos i
nestipry mechaninj dirgikli, aktyviai plaukia arba $liauzia. Jeigu bandymo salygos (pvz., temperatiira,
ap$vietimo reZimas ir pavirSinis vanduo) skiriasi nuo kultiiros auginimo salygy, turéty pakakti, pvz., 24 val.
trukmés aklimatizacijos tarpsnio esant bandymo temperatiirai, ap§vietimo reZimui ir naudojant tg patj pavirsinj
vandenj, kaip ir per bandyma, kad kirmélés prisitaikyty prie bandymo salygy. Adaptuotos mazaSerés
zieduotosios kirmélés turéty bati atsitiktine tvarka paskirstytos | bandymo indus.

Sérimas

42. Kadangi pasaro | nuosédas dedama pries dedant bandomaja cheming medziaga (arba kartu su ja), bandymo
metu kirmélés papildomai neseriamos.
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Sviesa ir temperatiira

43. [Iprasta apsvietimo trukmé kultiiros auginimo ir bandymo metu yra 16 valandy per para (3), (7). Sviesa turéty
biti ne per daug stipri (pvz., 100-500 lx), imituojant nataralias salygas dugniniy nuosédy pavirsiuje; $viesos
stipris matuojamas bent karta per bandomosios medziagos veikimo laikotarpj. Per visg bandyma turéty biti
palaikoma pastovi 20 * 2 °C temperatiira. Pasirinktg matavimo dieng bandymo indy temperatiira neturéty
skirtis daugiau kaip * 1 °C. Bandymo indus reikéty atsitiktine tvarka sudéti { bandymo inkubatoriy ar bandymo
vieta siekiant, pvz., sumazinti reprodukcijos skirtuma, kuris gali atsirasti dél indy padéties.

Aeravimas

44. Pavirsinis vanduo bandymo induose turéty biti nestipriai aeruojamas (pvz., puciant 2—4 oro burbuliukus per
sekundg) per Pastero pipete, jstatyta mazdaug 2 cm atstumu iki dugniniy nuosédy pavirsiaus, kad nuosédos
bity kuo maziau judinamos. Reikéty stebéti, kad vandenyje istirpusio deguonies koncentracija biity ne
mazesné kaip 30 % oro soties vertés. Oro tiekimas turéty bati kontroliuojamas ir, jei reikia, patikslinamas bent
kartg per diena darbo dienomis.

Vandens kokybés matavimai

45. Turéty bati matuojami Sie pavir§inio vandens kokybés parametrai:

Temperatiira Matuojama bent viename kiekvieno koncentracijos lygio bandymo inde ir vie-
name kontrolinés grupés bandiniy inde kartg per savait¢ ir bandomosios medzia-
gos veikimo laikotarpio pradzioje bei pabaigoje; jeigu jmanoma, galima papildo-
mai, pvz., kas valandg, uZrasyti aplinkos terpés (aplinkos oro ar vandens vonelés)
temperatiirg.

Istirpusio deguonies kiekis | Matuojamas bent viename kiekvieno koncentracijos lygio bandymo inde ir vie-
name kontrolinés grupés bandiniy inde karta per savait¢ ir bandomosios medzia-
gos veikimo laikotarpio pradzioje bei pabaigoje; iSreiskiamas mg/l ir oro soties
vertés proc.

Oro tiekimas Turéty bati tikrinamas bent karta per dieng darbo dienomis ir, jei reikia, patiksli-
namas.
pH Matuojamas bent viename kiekvieno koncentracijos lygio bandymo inde ir vie-

name kontrolinés grupés bandiniy inde kartg per savait¢ ir bandomosios medzia-
gos veikimo laikotarpio pradzioje bei pabaigoje.

Bendrasis vandens kietu- Matuojamas bent viename kartotiniame kontrolinés grupés bandinyje ir viename
mas didZiausios koncentracijos bandymo inde bandomosios medziagos veikimo laiko-
tarpio pradzioje ir pabaigoje; iSreiskiamas mg/l CaCO,.

Bendrasis amoniako kiekis | Matuojamas bent viename kartotiniame kontrolinés grupés bandinyje ir viename
kiekvieno koncentracijos lygio bandymo inde bandomosios medziagos veikimo
laikotarpio pradzioje ir véliau 3 kartus per savaitg; iSreiskiamas mg/l NH,* ar NH,
arba bendru amoniakinio azoto kiekiu.

Jeigu, matuojant vandens kokybés parametrus, reikia paimti i§ indy nemazus vandens éminius, gali bati
patartina paruosti atskirus bandiniy indus vandens kokybei matuoti, kad bandymo induose nepakisty vandens
ir nuosédy ttrio santykis.

Biologiniai stebéjimai

46. Bandomosios medziagos veikimo laikotarpiu reikéty stebéti bandymo indus, siekiant i§ akies jvertinti bet
kokius kirméliy elgsenos poky¢ius (pvz., nuosédy vengimg, nuosédy pavirSiuje matomas i§maty kruopeles),
lyginant su kontrolinés grupés kirmélémis. Stebéjimy duomenis reikéty uZrasyti.
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47. Bandymo pabaigoje patikrinamas kiekvienas kartotinis bandinys (papildomy cheminei analizei skirty bandiniy
indy galima netikrinti). Reikéty tinkamu badu i8rinkti visas kirméles i§ bandymo indo, stengiantis jy nesuzaloti.
Vienas galimas biidas yra kirméliy iSsijojimas i§ nuosédy. Tam galima naudoti tinkamo dydzio akuciy sietg i§
neridijancio plieno. DidZioji dalis pavir§inio vandens atsargiai nupilama, likusios nuosédos ir vanduo
suplakami, kad susidrumsty, ir tada drumzles galima perkosti per sieta. Naudojant 500 pm dydzio akuciy siets,
dauguma nuosédy daleliy per ji prasiskverbia labai greitai, tac¢iau perkosti reikéty sparciai, kad kirmeélés
nejsliauzty i sieto akutes ar per jas neislisty. Naudojant 250 pm dydzio akuciy sietg, kirmeélés negaléty isliauzti
i akutes ar per jas islisti, taciau tokiu atveju reikéty stengtis, kad siete likty kuo maziau nuosédy daleliy.
Perkostas drumzles i§ kiekvieno kartotinio bandinio indo galima perkosti per sieta dar karta, kad tikrai bty
surinktos visos kirmélés. Kitas budas yra susildyti nuosédas, pastacius bandymo indus j 50-60 °C temperatiiros
vandens vonele; taip kirmeélés is$liauzia i§ nuosédy ir jas galima surinkti nuo nuosédy pavirsiaus naudojant
pla¢iaange grudinto stiklo pipete. Dar vienas alternatyvus biidas yra suplakti nuosédy drumzles ir jas iSpilti i
negily tinkamo dydzio padékly. I Sio seklaus drumzliy sluoksnio kirméles galima iSrinkti plienine adata arba
laikrodininko pincetu (naudojant jj kaip Sakute, o ne kaip chirurgines Znyples, stengiantis nesuZeisti kirméliy) ir
jdéti | $vary vandenj. I§ nuosédy drumzliy i$imtos kirmélés nuplaunamos bandymui naudotos terpés skysciu ir
suskai¢iuojamos.

48. Bet kuriuo budu iSrenkant kirmeéles, reikéty isitikinti, kad laboratorijos darbuotojai geba i§ visy nuosédy isrinkti
vidutiniskai bent 90 % jose buvusiy organizmy. Pavyzdziui, tam tikrg bandomuyjy organizmy kiekj galima idéti
i kontrolei ar bandymui naudojamas nuosédas ir po 1 val. nustatyti, kiek jy pavyksta i§imti (7).

49. Reikéty uzraSyti ir jvertinti bendrg gyvy ir negyvy individy kiekviename kartotiniame bandinyje skaiiy.
Negyvomis laikomos kirmeélés, kurios:

a) nereaguoja | nestipry mechaninj dirgiklj;

b) turi irimo poZymiy (kartu su a punktu);

¢) yra dingusios.

Be to, gyvas kirméles galima suskirstyti j tris grupes:

a) didelés (suaugusios) sveikos kirmeélés be regeneruoty kiino daliy;

b) suaugusios kirmélés, turin¢ios regeneruoty, $viesesnés spalvos kiino daliy (pvz., nauja uzpakaling dalj, nauja
prieking dalj arba naujas uzpakaling ir prieking dalis);

¢) kirmélés, kurioms triksta kai kuriy kiino daliy (pvz., neseniai pasidalijusios kirmélés, kuriy triikstamos
kiino dalys dar neataugusios).

Sie papildomi stebéjimai néra privalomi, taciau gali biiti naudingi papildomai aiskinant biologinius rezultatus
(pvz., jeigu daug kirméliy priskiriama ¢ grupei, tai gali reiksti, kad atitinkamas poveikis pavélino kirméliy
reprodukcijos arba regeneracijos procesg. Taip pat jeigu pastebima bandomosios ir kontrolinés grupiy kirmeéliy
isvaizdos skirtumy (pvz., apvalkalo jtriikiy, pabrinkusiy kiino daliy), reikéty juos aprasyti.

50. SuskaiCiuotos ir jvertintos kiekviename kartotiniame bandinyje rastos gyvos kirmélés iskart perkeliamos
sausus, i§ anksto pasvertus ir paZenklintus svérimo padéklus (po vieng kiekvienam kartotiniam bandiniui) ir
numarinamos, j kiekvieng svérimo padékla jlaginant po lasg etanolio. Svérimo padéklai jdedami j 100 £ 5 °C
temperatiiros dziovinimo spintg, kad per naktj i8dzifity, po to atauSinami eksikatoriuje, pasveriami ir
nustatoma kirméliy sausosios medziagos masé (geriausia gramais, bent desimttikstantyjy tikslumu).

51. Kartu su bendra sausosios medZiagos mase galima nustatyti sausosios medziagos mase be peleny, kaip apradyta
literataroje (49), siekiant atsizvelgti | kirméliy virskinamajame trakte likusias jy praryty nuosédy neorganines
daleles.

52. Nustatomas bendras kiekvieno kartotinio bandinio biomasés kiekis, jskaitant suaugusias ir jaunikles kirméles.
Nustatant kiekvieno kartotinio bandinio biomase, nereikéty jskaityti negyvy kirméliy.
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Bandomosios cheminés medZziagos koncentracijy patikrinimas
Eminiy paémimas

53. Bent pusiausvyros nusistovéjimo etapo pabaigoje (pries jdedant bandomuosius organizmus) ir bandymo
pabaigoje reikéty paimti bent pacios didZiausios ir vienos maZesnés bandomosios cheminés medziagos
koncentracijos éminius cheminei analizei. Analizei reikéty paimti bent sujungty nuosédy ir pavirsinio vandens
éminius. Kiekvieng dieng, kuria imami éminiai analizei, reikéty paimti bent po du kiekvienos terpés ir
bandomosios grupés éminius. Viena i§ dviejy kartotiniy éminiy galima palikti atsargai (kad ji baty galima
iSanalizuoti, pvz., tuo atveju, jeigu per prading analize bty nustatytas didesnis nei + 20 % nuokrypis nuo
vardinés koncentracijos). AtsiZvelgiant i konkrecias cheminiy medZziagy savybes, pvz., jeigu tikétina, kad
bandomoji cheminé medZiaga bus greitai suskaidyta, analizés tvarkarastj galima patikslinti (pvz., daZzniau imti
éminius, analizuoti daugiau koncentracijos lygiy) remiantis eksperty vertinimu. Tokiu atveju éminius galima
imti ir tarpinémis dienomis (pvz., septintgjg dieng nuo bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pradzios).

54. PavirSinio vandens éminius reikéty imti atsargiai nupilant (dekantuojant) arba nusiurbiant dalj pavirsinio
vandens, stengiantis kuo maziau sujudinti nuosédas. Reikéty uZradyti paimty éminiy tdrj.

55. Pasalinus pavir§inj vandenj, nuosédas reikéty sumaiSyti iki vienalytés masés ir perkelti j tinkamg talpg.
UzraSoma $lapiy nuosédy éminio masé.

56. Jeigu reikia papildomai iSanalizuoti nuosédy pory vandenyje buvusiag bandomaja chemine medziagg, pory
vanduo gaunamas centrifuguojant iki vienalytés masés sumaiSyty ir pasverty nuosédy éminius. Pavyzdziui,
galima jpilti | centrifugavimo stiklines apie 200 ml $lapiy nuosédy, tada, siekiant atskirti pory vandeni,
pavyzdziai turéty bati centrifuguojami nefiltruojant, pvz., 10 000 £ 600 x g intensyvumu 30-60 min.,
nevirsijant bandymo metu buvusios temperatiiros. Po centrifugavimo pavirSinis skystis dekantuojamas arba
nusiurbiamas pipete stengiantis, kad j ji nepatekty nuosédy daleliy, ir uZraSomas jo tdris. Taip pat uZrajoma
likusio nuosédy gumulo masé. [vertinti masés balansg arba regeneruoti bandomajg cheming medziagg is
vandens ir dugniniy nuosédy sistemos gali bati lengviau, jeigu nuosédy sausosios medziagos masé nustatoma
kiekvieng éminiy émimo dieng. Kai kuriais atvejais gali biiti nejmanoma i$analizuoti nuosédy pory vandenyje
esan¢iy bandomosios medziagos koncentracijy, nes éminys tam yra per mazas.

57. Jei nepavyksta iSkart atlikti analizés, visus éminius reikéty tinkamai laikyti, pvz., rekomenduojamomis laikymo
salygomis, kad atitinkamos bandomosios cheminés medziagos skilimas baity minimalus (pvz. i§ aplinkos
paimti éminiai paprastai laikomi tamsoje, — 18 °C temperatiiroje). Prie§ pradédami tyrimga, gaukite informacija
apie tinkamas bandomosios cheminés medziagos laikymo salygas, pavyzdziui, laikymo trukme ir temperatiirg,
ekstrahavimo procediras ir t. t.

Analizés metodas

58. Kadangi visa procediira i§ esmés priklauso nuo bandomajai cheminei medZiagai taikomo analizés metodo
tikslumo, preciziskumo ir jautrumo, eksperimento bidu patikrinkite, ar pagal konkrety pasirinkta metoda
atliekamos cheminés analizés preciziskumas ir atkuriamumas, taip pat bandomosios cheminés medzZiagos
regeneravimas i§ vandens ir nuosédy éminiy yra pakankami esant bent maziausiai ir didziausiai bandomosios
medziagos koncentracijoms. Taip pat jsitikinkite, kad kontroliniuose induose néra bandomosios cheminés
medziagos koncentracijy, virSijanciy jos kiekybinio nustatymo ribg. Jeigu reikia, patikslinkite vardines koncent-
racijas, kai regeneruojant nustatomos kokybés kontrolés pikinés vertes (pvz., kai regeneruotas medziagos kiekis
yra maZesnis negu 80 % arba vir§ija 120 % pikinés vertés). Visus éminius per visa bandymg tvarkykite taip, kad
jie kuo maziau uzsiter§ty ir baty prarasta kuo maZziau bandomosios medziagos (pvz., dél jos igerties
(adsorbcijos) j éminiy émimo prietaiso pavirsiy).

59. Reikéty uZradyti ir ataskaitoje nurodyti bandomosios cheminés medZziagos regeneravimo duomenis, kiekybinio
nustatymo ribg ir aptikimo ribg dugninése nuosédose bei vandenyje.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Rezultaty tvarkymas

60. Pagrindiniai per §j bandyma privalomi taikyti atsako kintamieji, kuriuos reikia statistiskai jvertinti, yra biomasé
ir bendras kickvieno kartotinio bandinio kirméliy skai¢ius. Taip pat galima pasirinkti vertinti reprodukcija
(kirméliy skai¢iaus padidéjima) ir augima (biomasés padidéjima, nustatoma matuojant sausg biomasg). Siuo
atveju reikéty gauti kirmeéliy sausosios medziagos masés jvertj bandomosios medziagos veikimo laikotarpio
pradzioje, pvz., imatuojant bandymui naudojamos sinchronizuoty kirméliy partijos reprezentatyvaus dalinio
éminio sausgjg mase.
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61. Nors gaiStamumas néra $io bandymo vertinamoji baigtis, reikéty, kiek jmanoma, jvertinti kirméliy gaiStamuma.
Vertinant gai§tamumg, negyvomis reikéty laikyti tas kirméles, kurios nereaguoja j nestipry mechaninj dirgiklj
arba turi irimo poZymiy, taip pat dingusias kirméles. GaiStamumo duomenis reikéty bent uZrasyti ir i juos
atsizvelgti aiSkinant bandymo rezultatus.

62. Efektyviosios koncentracijos turéty bati iSreiskiamos miligramais vienam nuosédy sausosios medziagos masés
kilogramui (mg/kg). Jei regeneruojamas bandomosios cheminés medziagos, i§matuotos dugninése nuosédose
arba nuosédose ir pavirSiniame vandenyje jos veikimo laikotarpio pradzioje, kiekis sickia 80-120 % vardiniy
koncentracijos verciy, efektyviosios koncentracijos (EC, NOEC, LOEC) gali bati iSreiskiamos remiantis
vardinémis koncentracijomis. Jei regeneruotas kiekis daugiau kaip + 20 % skiriasi nuo vardiniy koncentracijos
verciy, efektyvigsias koncentracijas (EC,, NOEC, LOEC) reikéty nustatyti remiantis bandomosios medziagos
veikimo laikotarpio pradzioje iSmatuotomis pradinémis koncentracijomis, pvz., atsizvelgiant i bandomosios
cheminés medziagos masés balansg bandymo sistemoje (zr. 30 skirsni). Siais atvejais papildomos informacijos
galima gauti iSanalizavus pradinius ir (arba) bandymui naudojamus tirpalus, sickiant jsitikinti, kad bandymui
naudotos nuosédos buvo tinkamai paruostos.

EC

X

63. EC, vertés pagal 60 skirsnyje aprasytus parametrus apskai¢iuojamos taikant tinkamus statistinius metodus
(pvz., probito analize, logisting arba Weibull funkcijg, sutrumpinta Spearman-Karber metoda arba paprastaja
interpoliacijg). Statistinio vertinimo gairiy pateikta literataroje (15), (50). EC, verté gaunama i gauta lygtj jraant
verte, atitinkancig x % kontrolinés grupés vidurkio. Apskaiciuojant EC,, ar bet kokig kita EC, verte turéty biti
atlikta bandomyjy grupiy vidurkiy ( X ) regresiné analizé.

NOEC (LOEC)

64. Jeigu, siekiant nustatyti NOEC (LOEC), reikia atlikti statisting analize, bitina turéti kiekvieno indo statistinius
duomenis (kartotiniais bandiniais laikomi atskiri indai). Reikéty taikyti tinkamus statistinius metodus. Apskritai
bandomosios medziagos neigiamas poveikis, palyginti su kontroline grupe, tiriamas atlieckant vienpusj
(mazesniji) hipotezés tikrinima, kai p < 0,05. Tolesniuose skirsniuose pateikiama pavyzdziy. Gairiy, kaip
pasirinkti tinkamus statistinius metodus, pateikta literatiiroje (15), (50).

65. Galima testuoti normalyji duomeny skirstinj taikant, pvz., Kolmogorov-Smirnov suderinamumo kriterijy
(angl. goodness-of-fit test), intervalo ir standartinio nuokrypio santykio kriterijy (angl. range-to-standard-deviation
ratio test, R[s kriterijus) arba Shapiro-Wilk kriterijy (dvipusi, p < 0,05). Cochran kriterijus, Levene kriterijus arba
Bartlett kriterijus (dvipusis, p < 0,05) gali bati taikomas testuojant dispersijos vienalytiskumg. Jei tenkinamos
parametrinio kriterijaus procediry taikymo (normalumo, dispersijos vienalytiskumo) salygos, galima atlikti
vienpusg dispersing analize (ANOVA) ir vélesnius daugeriopo palyginimo testus. Galima, atlickant poriniy
duomeny palyginimus (pvz., pagal Dunnett t kriterijy) arba taikant Zingsnio Zemyn trendo kriterijus (pvz.,
Williams kriterijy), apskaiciuoti, ar yra reikSmingy skirtumy (p < 0,05) tarp kontroliniy bandiniy ir jvairiy
bandomosios medziagos koncentracijy. Kitu atveju NOEC ir LOEC reikéty nustatyti neparametriniais metodais
(pvz., taikant Bonferroni U kriterijy pagal Holm arba Jonckheere-Terpstra trendo kriterijy).

Riby nustatymo bandymas

66. Jeigu atliktas riby nustatymo bandymas (kontroliné grupé palyginta su vienintelés koncentracijos bandiniais) ir
tenkinamos parametrinio kriterijaus procediiry taikymo (normalumo, vienalytiskumo) salygos, metrinius
atsakus (bendrg kirméliy skai¢iy ir biomasg, isreikstg kirméliy sausosios medziagos mase) galima jvertinti pagal
Stjudento kriterijy (t kriterijus). Jeigu Sie reikalavimai netenkinami, galima taikyti nelygios dispersijos t kriterijy
(Welch t kriterijus) arba neparametrinj kriterijy, kaip antai Mann-Whitney U kriterijy. 6 priedélyje pateikta
informacijos apie statistinj patikimuma, nustatyta tikrinant hipotez¢ per tarplaboratorinj bandyma pagal $i
metodg.

67. Siekiant nustatyti reik§mingus skirtumus tarp kontroliniy (kontrolés ir tirpiklio kontrolés) grupiy, kiekvienos
kontrolinés grupés kartotinius bandinius galima testuoti ta pacia tvarka, kaip nurodyta per riby nustatymo
bandyma. Jeigu $iais testais nenustatoma reik§mingy skirtumy, galima sujungti visus kontrolinés ir tirpiklio
kontrolinés grupiy kartotinius bandinius. Kitu atveju visas bandomasias grupes reikéty lyginti su tirpiklio
kontrolés grupe.
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68.

69.

Rezultaty aiSkinimas

Jeigu buvo nukrypta nuo $io bandymo metodo arba jeigu iSmatuotos bandymo koncentracijos vertés yra
artimos aptikimo ribai pagal taikoma analizés metodg, rezultatus reikéty aiskinti atsargiai. Bet kokius
nukrypimus nuo $io bandymo metodo biitina nurodyti.

Bandymo ataskaita

Bandymo ataskaitoje turéty biti pateikta bent toliau nurodyta informacija.
— Bandomoji cheminé medZiaga
— Cheminés medziagos atpazinties duomenys (bendrinis pavadinimas, cheminis pavadinimas, struktfiriné
formulé, CAS numeris ir t. t.), jskaitant grynumg, ir analizés metodas, taikytas bandomosios cheminés
medziagos kiekybiniam nustatymui; $altinis, i§ kurio gauta bandomoji cheminé medZiaga, taip pat bet
koks naudotas tirpiklis ir jo koncentracija.
— Bet kokia turima iki bandymo gauta informacija apie bandomosios medziagos fiziking prigimtj ir
fizikines bei chemines savybes (pvz. tirpumg vandenyje, gary slégi, pasiskirstymo koeficienty
dirvoZemyje (arba dugninése nuosédose, jeigu zinoma), log K , stabilumg vandenyje ir t. t.).

— Bandomoji riisis

— Mokslinis pavadinimas, Saltinis, bet kokia iSankstiné priezitira, aklimatizacija, kultiiros auginimo salygos
irt. t

— Bandymo sglygos

— Taikyta bandymo procediira (pvz., stacionarusis, pusiau stacionarusis ar pratekamojo srauto bandymas).

— Bandymo planas (pvz., bandymo indy skaicius, dydis ir i§ kokios medziagos jie pagaminti, vandens
talpa induose, nuosédy mas¢ ir tiris kiekviename inde (per pratekamojo srauto ar pusiau stacionariojo
bandymo procediras — vandens tirio keitimo sparta), bet koks aeravimas prie§ ir per bandymg,
kartotiniy bandiniy skaicius, kirméliy skaicius kiekviename kartotiniame bandinyje bandomosios
medziagos veikimo laikotarpio pradZioje, bandomosios medziagos koncentracijy skaicius, kondicio-
navimo trukmé, pusiausvyros nusistovéjimo ir poveikio periodai, éminiy émimo daZnis).

— Dugniniy nuosédy ir pavirsinio vandens sluoksniy gylis.

— Bandomosios cheminés medziagos iSankstinio apdorojimo ir jterpimo j nuosédas (naudojimo) metodas.

— Bandomosios medziagos vardinés koncentracijos, informacija apie éminiy émima cheminei analizei ir
analizés metodai, pagal kuriuos gautos bandomosios cheminés medziagos koncentracijos.

— Nustatytos dugniniy nuosédy savybés, kaip aprasyta 24-25 skirsniuose, ir bet kokie kiti atlikti
matavimai; sintetiniy nuosédy paruosimas.

— Bandymui naudojamo vandens paruosimas (jeigu naudojamas regeneruotas vanduo) ir savybés
(deguonies koncentracija, pH, laidumas, kietumas ir bet kokiy kity atlikty matavimy duomenys) iki
bandymo pradzios.

— I$sami informacija apie pasarg, jskaitant jo ri§j, paruosima, kiekj ir $érimo tvarka.
— Sviesos stipris ir apsvietimo laikotarpis (-iai).

— Metodai, pagal kuriuos nustatyti visi biologiniai parametrai (pvz. imant éminius, tikrinant, sveriant
bandomuosius organizmus) ir visi abiotiniai parametrai (pvz., vandens ir nuosédy kokybés parametrai).

— Visy cheminei analizei naudoty éminiy taris ir (arba) masé.
— I8sami informacija apie visy éminiy apdorojimg cheminei analizei, iskaitant informacija apie

bandomosios cheminés medziagos paruodima, laikyma, jterpimo j nuosédas tvarka, ekstrahavimg ir
analizés procediras, taip pat apie bandomosios cheminés medziagos regeneravima.
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— Rezultatai

— Vandens kokybé bandymo induose (pH, temperatiira, itirpusio deguonies koncentracija, kietumas,
amoniako koncentracijos ir bet kokiy kity atlikty matavimy duomenys).

— Nuosédy bendrosios organinés anglies kiekis, sausosios medziagos masés ir $viezios medZiagos masés
santykis, pH ir bet kokiy kity atlikty matavimy duomenys.

— Bendras bandymo pabaigoje kiekviename bandymo inde buvusiy kirméliy skaicius ir, jeigu nustatyta,
sveiky ir pazeisty kirméliy skaicius.

— Bandymo pabaigoje kiekviename bandymo inde buvusiy kirméliy sausosios medziagos masé ir, jeigu
iSmatuota, dalinio kirméliy éminio sausosios medziagos masé¢ bandymo pradzioje.

— Bet kokios pastebétos elgsenos anomalijos (pvz., nuosédy vengimas, ar yra, ar néra i§maty kruopeliy),
palyginti su kontrolinés grupés kirmélémis.

— Bet koks pastebétas gaiStamumas.

— Toksiskumo vertinamyjy baigéiy (pvz., EC,, NOEC ir (arba) LOEC) jverciai ir pagal kokius statistinius
metodus jie nustatyti.

— Bandomosios medzZiagos vardinés koncentracijos, iSmatuotos koncentracijos ir visy analiziy, atlikty
bandomosios cheminés medziagos koncentracijai bandymo induose nustatyti, rezultatai.

— Bet kokie nukrypimai nuo tinkamumo kriterijy.
— Rezultaty vertinimas
— Rezultaty atitiktis 13 skirsnyje iSvardytiems tinkamumo kriterijams.

— Rezultaty aptarimas, be kita ko, paaiskinant bet kokiy nukrypimy nuo $io bandymo metodo jtaka
bandymo rezultatams.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant §j bandymo metoda vartojamy savoky apibréztys.
Cheminé medZiaga — medziaga arba miSinys.

Kondicionavimo periodas skirtas dugninése nuosédose esanciy mikroorganizmy populiacijai stabilizuoti ir, pvz., i§
nuosédy sudedamyjy daliy iSsiskyrusiam amoniakui pasalinti prie§ jterpiant | nuosédas bandomgjg cheming
medziagg. Naudotas pavir$inis vanduo po kondicionavimo periodo paprastai pasalinamas.

EC, — bandomosios cheminés medziagos koncentracija dugninése nuosédose, per nustatyta veikimo laikotarpj
padaranti X % (pvz., 50 %) poveikj tam tikram biologiniam parametrui.

Pusiausvyros nusistovéjimo periodas reikalingas tam, kad bandomoji cheminé medziaga pasiskirstyty tarp
kietosios fazés, jos pory vandens ir pavirSinio vandens sluoksnio, prie§ jterpiant j nuosédas bandomaja cheming
medziagg ir prie§ jdedant bandomuosius organizmus.

Bandomosios medZiagos veikimo etapas yra laikas, kurj bandomieji organizmai yra veikiami bandomosios
cheminés medziagos.

Paruostos nuosédos (arba perdirbtos, dirbtinés ar sintetinés nuosédos) yra natiiraliy nuosédy fizines sudedamgsias
dalis atitinkan¢iy medziagy misinys.

MaZiausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) yra maZiausia bandymui pasirinkta bandomosios cheminés
medziagos koncentracija, kuriai esant pastebimas reik§mingas toksinis poveikis (p < 0,05), palyginti su kontroliniais
bandiniais; taciau visy LOEC virSijan¢iy bandymo koncentracijy poveikis turi bati lygus LOEC poveikiui arba
didesnis. Jeigu $ios dvi sglygos netenkinamos, biitina i§samiai paaiskinti, kaip pasirinkta LOEC (taigi ir NOEC) verté.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) - uz LOEC tik truputj mazesné bandomosios medziagos koncent-
racija, kuri per nustatytg tos medziagos veikimo laikotarpi nepadaro statistiskai reiksmingo poveikio (p < 0,05),
palyginti su kontroline grupe.

Oktanolio | vandens pasiskirstymo koeficientas (K ; taip pat kartais isreiSkiamas P ) — cheminés medziagos

tirpumo n-oktanolyje ir vandenyje, esant pusiausvyrai, santykis, atitinkantis cheminés medziagos lipofiliskuma (Sio
priedo A.24 skyrius). K, arba K, logaritmas (log K ) naudojamas cheminés medziagos biologinio kaupimosi

ow

vandens organizmuose potencialui apibidinti.

Organinés anglies | vandens pasiskirstymo koeficientas (K,) — cheminés medZziagos koncentracijos dugniniy
nuosédy organinés anglies dalyje ar prie jos santykis su tos cheminés medziagos koncentracija vandenyje esant
pusiausvyrai.

Pavirsinis vanduo — bandymo inde vir§ dugniniy nuosédy esantis vanduo.
Pory vanduo ar laisvasis vanduo — ertmes tarp dugniniy nuosédy arba dirvozemio daleliy uZpildantis vanduo.
Nuosédos su jterpta bandomaja medZiaga — nuosédos, | kurias déta bandomosios cheminés medziagos.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metoda tiriama cheminé medziaga arba misinys.
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2 priedélis

Rekomenduojamo naudoti regeneruoto vandens sudétis

(parengta pagal Sio priedo C.1 skyriy (1))

a)  Kalcio chlorido tirpalas

I3tirpinkite 11,76 g CaCl, - 2H,0 dejonizuotame vandenyje, papildomai jpilkite dejonizuoto vandens iki 1 1
tario.

b)  Magnio sulfato tirpalas

Istirpinkite 4,93 g MgSO, - 7H,0 dejonizuotame vandenyje, papildomai jpilkite dejonizuoto vandens iki 1 1
tario.

¢)  Natrio hidrokarbonato tirpalas

Istirpinkite 2,59 g NaHCO, dejonizuotame vandenyje, papildomai ipilkite dejonizuoto vandens iki 1 1 tirio.
d)  Kalio chlorido tirpalas

I3tirpinkite 0,23 g KCl dejonizuotame vandenyje, papildomai jpilkite dejonizuoto vandens iki 1 [ tario.
Visos cheminés medzZiagos turi bati analiziskai grynos.
Distiliuoto arba dejonizuoto vandens elektrinis laidis neturéty virsyti 10 puScm-1.

SumaiSoma po 25 ml kiekvieno i§ a—d tirpaly ir papildomai jpilama dejonizuoto vandens iki bendro 1 1 tiirio.
Siuose tirpaluose esanciy kalcio ir magnio jony suma yra 2,5 mmol/l.

Ca ir Mg jony santykis yra 4:1, o Na ir K jony santykis lygus 10:1. Sio tirpalo riigsties talpa Ky, ; yra 0,8 mmol/l.

Skiedimui skirtas vanduo aeruojamas iki tol, kol prisisotina deguonies, po to laikomas mazdaug dvi dienas; pries
naudojant papildomai neaeruojamas.

NUORODA

(1) Sio priedo C.1 skyrius. Umus toksiskumas zuvims.



2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys

L 54/173

3 priedélis

Skiedimui tinkamo vandens fizikinés ir cheminés savybés

Sudedamoji dalis Koncentracijos
Kietosios dalelés <20 mg/l
Bendroji organiné anglis <2 pgfl
Nejonizuotas amoniakas <1 pgfl

Visuminis chloro kiekis

<10 pg/l

Bendras fosforo organiniy pesticidy kiekis

Bendras chloro organiniy pesticidy ir polichlorinty bifenily kiekis

<50 ng/l

Visuminis organinio chloro kiekis

/
< 50 ng/l
/
/

<25 ng/l

(parengta pagal EBPO (1992) (1))

NUORODA

(1) OECD (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD, Paris.
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4 priedélis

Rekomenduojamy naudoti dirbtiniy nuosédy ruosimo ir laikymo gairés

Nuosédy sudedamosios dalys

Nuosédy sausosios

Sudedamoji dalis Savybeés medziagos masés %

Durpés Samaninés durpés, vidutinio suirimo lygio, ore i§dZiovin- 50,5
tos, be pastebimy augaly liekany, smulkiai sumaltos (da-
leliy dydis < 0,5 mm)

Kvarcinis smélis Grideliy dydis < 2 mm, ta¢iau > 50 % daleliy turéty bati 75-76
50-200 pm dydzio

Kaolinas Kaolinito kiekis = 30 % 20 £ 1

Pasaras Pvz., dilgéliy milteliai (Folia urticae), Urtica dioica (di- 0,4-0,5 %
dziosios dilgélés) lapai, smulkiai sumalti (daleliy dydis
< 0,5 mm); atitinkantys farmacijos standartus, tinkami
vartoti zmonéms; dedami j sausas nuosédas

Organiné anglis Kiekis tikslinamas pridedant durpiy ir smélio 2+£0,5

Kalcio karbonatas Chemiskai gryni CaCO, milteliai, dedami i sausas nuoseé- 0,05-1
das

Dejonizuotas vanduo < 10 pS/cm elektrinio laidZio, jpilamas | sausas nuosédas 30-50

Pastaba. Jeigu tikimasi didesniy amoniako koncentracijy, pvz., kai Zinoma, kad bandomoji cheminé medziaga slopina
nitrifikacijg, gali bati naudinga 50 % dilgéliy milteliy, kuriuose gausu azoto, pakeisti celiulioze (pvz., chemiskai
grynais a-celiuliozés milteliais, kuriy daleliy dydis < 0,5 mm; (1), (2)).

Paruos$imas

Durpés i§dziovinamos ore ir smulkiai sumalamos. Naudojant didelio nasumo homogenizavimo jrenginj, paruosiama
reikiamo durpiy milteliy kiekio ir dejonizuoto vandens suspensija. Sios suspensijos pH patikslinamas iki 5,5 * 0,5
naudojant CaCO,. Suspensija bent dvi dienas kondicionuojama nestipriai maiSant, 20 * 2 °C temperatiiroje, siekiant
stabilizuoti pH ir paruosti stabilia mikroorganizmy populiacijg. Dar kartg iSmatuojama pH verté, kuri turéty bati
6,0 £ 0,5. Tada durpiy suspensija sumaiSoma su kitomis sudedamosiomis dalimis (sméliu ir kaolinu) ir dejonizuotu
vandeniu, gaunant vienalytes nuosédas, kuriose vandens kiekis sudaro 30-50 proc. nuosédy sausosios masés. Dar
kartg iSmatuojamas galutinio miSinio pH ir, jei reikia, koreguojamas naudojant CaCO,, kol pasiekia 6,5-7,5. Taciau
jeigu numatoma, kad susidarys daugiau amoniako, gali biiti naudinga palaikyti nuosédy pH Zemiau 7,0 lygio (pvz.,
nuo 6,0 iki 6,5). Paimami nuosédy éminiai sausosios medZiagos masei ir organinés anglies kiekiui nustatyti. Jeigu
numatoma, kad susidarys daugiau amoniako, paruostas nuosédas galima septynias dienas kondicionuoti tokiomis
paciomis sglygomis, kokiomis bus atliekamas bandymas (pvz., nuosédy ir vandens santykis 1:4, nuosédy sluoksnis
tokio paties gylio, kaip ir bandymo induose), pries jterpiant bandomaja cheminge medZiagg, t. y. jas reikéty uzpilti
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vandeniu ir §j vandenj nuolat aeruoti. Sio kondicionavimo periodo pabaigoje pavirsinj vandenj reikéty nupilti ir
pasalinti. Tada | nuosédas jmaiSoma kvarcinio smélio su jterpta bandomaja medziaga iki kiekvieno reikiamo koncent-
racijos lygio, nuosédos paskirstomos i kartotinius bandymo indus ir uzpilamos bandymui naudojamu vandeniu. Po
to indai inkubuojami tokiomis paciomis salygomis, kokiomis bus atlickamas bandymas; tai yra pusiausvyros nusisto-
vejimo periodo pradzia. Pavirsinis vanduo turéty biiti aeruojamas.

Pasirinkto paSaro turéty biti dedama | dugnines nuosédas pries jterpiant bandomaja cheming medZziaga arba kartu
su ja. Ji galima i§ pradziy sumaisyti su durpiy suspensija (Zr. pirmiau). Taciau, kad jdétas pasaras per daug nesuirty
dar prie§ jdedant bandomuosius organizmus, pvz., jeigu pusiausvyros nusistovéjimo periodas yra ilgas, galima
stengtis, kad kuo maziau laiko praeity nuo pasaro déjimo iki bandomosios medziagos poveikio pradzios. Siekiant
uztikrinti, kad bandomosios cheminés medziagos patekty j pasarg, jj reikéty sumaiSyti su nuosédomis ne véliau kaip
tg dieng, kuria j nuosédas jterpiama bandomoji cheminé medziaga.

Laikymas

Dirbtiniy nuosédy sausas sudedamasias dalis galima laikyti sausoje ir vésioje vietoje kambario temperatiiroje.
Paruostas nuosédas su jterpta bandomaja chemine medziaga reikéty bandymui naudoti nedelsiant. Paimtus nuosédy
éminius su jterpta bandomaja chemine medziaga iki analizés galima laikyti tai bandomajai medziagai tinkamomis
rekomenduojamomis salygomis.

NUORODOS

(1) Egeler, Ph., Meller, M., Schallnaf, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R.
Nagel and B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.:
202 67 429.

(2) Liebig M., Meller M. & Egeler P. (2004). Sedimenttoxizititstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus
variegatus. Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. March 24-25, 2004. BfG (Bundesanstalt
fur Gewdasserkunde), Koblenz, Germany. pp. 107-119.
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5 priedélis

Lumbriculus variegatus kultiiry auginimo metodai

Lumbriculus variegatus (MULLER, Lumbriculidae, Oligochaeta) riSies kirmélés gyvena gélo vandens telkiniy dugno
nuosédose ir placiai naudojamos ekotoksikologiniams bandymams. Siy kirméliy kultiiras lengva auginti laborato-
rinémis sglygomis. Toliau apZvelgiami jy auginimo metodai.

Kultiiry auginimo metodai

Lumbriculus variegatus kultiiry auginimo salygos yra i§samiai apZvelgtos Phipps et al. (1993) (1), Brunson et al. (1998)
(2), ASTM (2000) (3), JAV aplinkos apsaugos agentiiros (2000) (4). Sios salygos glaustai aptariamos toliau. Svarbus
L. variegatus naudojimo pranasumas yra spartus $ios rusies kirméliy dauginimasis, dél kurio greitai didéja laborato-
rijoje auginamy populiacijy biomasé (pvz., (1), (3), (4), (5)).

Siy kirméliy kultfiras galima auginti dideliuose (57-80 1) talpos akvariumuose, palaikant 23 °C temperatiira ir 16
§viesos ir 8 tamsos val. ap§vietimo rezimg (100-1 000 Ix $viesa), naudojant kasdien keiciamg natiiraly vandenj (45—
50 | vandens kiekviename akvariume). Ruosiant substrata, nebalinto rudojo popieriaus servetélés sukarpomos i
juosteles, kurias tada galima kelias sekundes maisyti maiSytuvu jpylus auginimo terpei skirto vandens, gaunant
smulkiy popieriaus gumuléliy substratg. Sj substratg galima déti tiesiai j Lumbriculus kultiiroms skirtus akvariumus,
padengiant juo akvariumo dugna, arba laikyti susaldyta dejonizuotame vandenyje vélesniam naudojimui. Sviezig
substratg akvariume paprastai tinka laikyti apie du ménesius.

Kiekviena nauja kirméliy kultfra jveisiama naudojant 500-1 000 kirméliy ir, jeigu akvariume vanduo keic¢iamas
reguliariai arba nenutrikstamu srautu, Seriama 3 kartus per savaite jpilant po 10 ml suspensijos, kurioje yra 6 g
upétakiams skirto pradinio paSaro. Stacionariojo arba pusiau stacionariojo rezimo sglygomis auginamas kultdras
reikéty Serti maziau, kad nesiveisty bakterijos ir grybeliai.

Tokiomis sglygomis auginamos kultfros individy skai¢ius paprastai padvigubéja per mazdaug 10-14 dieny.

Kitu atveju Lumbriculus variegatus kultaras taip pat galima auginti sistemoje, sudarytoje i§ kvarcinio smélio, kuris
naudojamas dirbtinéms nuosédoms, 1-2 cm gylio sluoksnio ir regeneruoto vandens. Jy auginimui galima naudoti
12-20 cm auks¢io talpas i3 stiklo ar neriidijanc¢io plieno. Vanduo turéty biti nestipriai aeruojamas (pvz., pudiant po
2 oro burbuliukus per sekunde) per Pastero pipete, jstatyta mazdaug 2 cm atstumu iki dugniniy nuosédy pavirsiaus.
Siekiant i$vengti, pvz., amoniako kaupimosi, pavir§inj vandenj reikéty keisti naudojant pratekamojo srauto sistemg
arba bent kartg per savaite rankiniu bidu. MaZaSeres Zieduotgsias kirmeéles galima laikyti kambario temperataroje,
palaikant apsvietimo rezima, pagal kurj bty 16 val. $viesos (100-1 000 Ix stiprio) ir 8 val. tamsos. Pusiau staciona-
riojoje sistemoje (kurioje vanduo kei¢iamas kartg per savaite) kirmélés du kartus per savaite Seriamos ,TetraMin*
pasaru (pvz., 1 cm? nuosédy pavirSiaus plotui dedama 0,6-0,8 mg paSaro), kurj galima jpilti kaip suspensija —
50 mg ,TetraMin“/1 ml dejonizuoto vandens.

Lumbriculus variegatus i§ kultiros auginimo indy galima i$imti, pvz., i atskira laboratoring stikling perkeliant dalj
substrato, naudojant mazy akuciy tinklelj, arba iSrenkant atskirus organizmus plac¢iaange (maZdaug 5 mm
skersmens) grudinto stiklo pipete. Jeigu kirmélés j laboratoring stikling perkeliamos kartu su substratu, tuomet §i
stikliné su kirmélémis ir substratu palickama per naktj nuolatinés vandens tékmés sglygomis. Taip i§ stiklinés
iSplaunamas substratas, o kirmélés lieka indo dugne. Tada jas galima jleisti { naujoms kultiroms auginti paruostas
talpas arba toliau tvarkyti per bandyma, kaip aprasyta literatiiroje (3), (4) arba toliau.

Naudojant L. variegatus bandymams dugninése nuosédose, reikia kritiSkai apsvarstyti jy dauginimosi bado
(architomija arba morfalaksis, pvz., (6)) klausimg. Taip nelytiskai daugindamosi kirmélés pasidalija i dvi dalis, kurios
tam tikrg laikg nesimaitina, kol atauga triikstama galvos arba uodegos pusé (pvz., (7), (8)). Tai reiskia, kad
L. variegatus ne visg laikg patiria bandomosios medZiagos poveikj rydamos ja uZterStas nuosédas.

Todél kirméliy kultirg reikéty sinchronizuoti, siekiant kuo labiau sumazinti nekontroliuojama dauginimasi ir
regeneracij, dél kuriy bandymo rezultaty kintamumas gali bati labai didelis. Tokj kintamuma gali lemti tai, kad kai
kurie pasidalije individai kurj laikg nesimaitina, todél patiria mazZesnj bandomosios cheminés medziagos poveikj
negu kiti individai, kurie bandymo metu nesidalija (9), (10), (11). Iki bandomosios medziagos poveikio pradzios
likus 10-14 dieny, kirméles reikéty dirbtiniu badu padalyti (sinchronizuoti). Sinchronizacijai atrenkamos didelés
(suaugusios) kirmélés, geriausia tokios, kurias apZifiréjus nematyti neseny morfalaksio pozymiy. Sias kirméles galima
padéti ant stiklo plokstelés kartu su lau vandens, kuriame jos augintos, ir padalyti skalpeliu perpjaunant perpus per
viduring kiino dalj. Reikéty stengtis, kad atskirtos uzpakalinés dalys bty vienodo dydzio. Atskirtas uZzpakalines dalis
reikéty iki bandomosios medziagos veikimo laikotarpio pradzios laikyti auginimo inde su tuo paciu substratu,
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kuriame auginta kirméliy kultara, ir regeneruotu vandeniu, kad ataugty naujos galvos. Ataugus naujoms galvoms,
sinchronizuotos kirmélés ima rausti substratg (kad galvos ataugo, galima jsitikinti apziGiréjus reprezentatyvy dalinj
éminj per binokulinj mikroskopa). Po Sios procediiros bandomieji organizmai turéty biti panasios fiziologinés
buklés; tai reiskia, kad i§ esmés visos sinchronizuotos kirmeélés, véliau per bandymg besidaugindamos morfalaksio
bidu, turéty patirti vienodg bandomagja medziaga apdoroty nuosédy poveikj. Sinchronizuotas kirméles reikéty
paserti iSkart, kai tik jos pradeda rausti substratg, arba po padalijimo praéjus 7 dienoms. Jas Serti reikéty panasiai,
kaip ir jprastai auginamas kulttiras, tac¢iau gali bati patartina sinchronizuotas kirméles Serti tuo paciu pasaru, kuris
bus naudojamas per bandyma. Kirméles reikéty laikyti bandymo temperatiroje, 20 = 2 °C. Po regeneracijos
bandymui turéty bati naudojamos sveikos, nepaZzeistos kirmélés, kurios, reaguodamos i nestipry mechaninj dirgiklj,
aktyviai plaukia arba $liauzia. Stengiantis nesuZzeisti kirméliy ir nei§provokuoti savaiminio dalijimosi (autotomijos),
reikéty, pvz., naudoti pipetes griidinto stiklo krastais arba neradijancio plieno danty krapstukus.

Lumbriculus variegatus pradiniy kultiiry Saltiniai (JAV adresai parengti pagal (4))

Europoje

ECT Ockotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Germany

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finland

C.N.R.- LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

[-20047 Brugherio MI

JAV

U.S. Environmental Protection Agency

Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard
Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory

26 W. Martin Luther Dr.
Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center

U.S. Geological Survey
4200 New Haven Road
Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50
D-40789 Monheim

Germany

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Germany

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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~ToksisSkumo Lumbriculus variegatus dugninése nuosédose bandymas“

Tarplaboratorinio bandymo rezultaty suvestiné

6 priedélis

1 lentelé.

Atskiry tarplaboratorinio bandymo etapy rezultatai: bandymo pabaigoje kontroliniuose ir tirpiklio kontroli-
nivose bandiniuose nustatytas vidutinis kirméliy skaiius; SN — standartinis nuokrypis, VK - variacijos

koeficientas.
vidutinis vidutinis
kirmeliy skai- kirmeliy skai-
¢ius kontroli- SN VK (%) sk. | cius tirpiklio SN VK (%) sk.
niuo-se bandi- kontroliniuo-se
niuose bandiniuose
32,3 7,37 22,80 3 39,0 3,61 9,25 3
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70 3
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31 4
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80 4
24,3 10,69 43,94 3 26,3 3,06 11,60 3
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77 3
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89 6
25,3 5,51 21,74 3 27,7 1,53 5,52 3
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04 4
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99 6
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 517 4
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56 4
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32 3
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65 3
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32 4
tarPla!)or?- 29,59 20,10 30,61 13,26
tori-nis vi-
durkis
SN 8,32 10,03 7,57 10,48
sk. 15 15
min. 16,3 15,0
maks. 42,0 43,7
VK (%) 28,1 24,7
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2 lentelé.

Atskiry tarplaboratorinio bandymo etapy rezultatai: bandymo pabaigoje kiekviename kontrolinés grupés ir
tirpiklio kontrolinés grupés kartotiniame bandinyje nustatyta vidutiné bendroji kirméliy sausosios

medzZiagos masé; SN — standartinis nuokrypis, VK - variacijos koeficientas

bendra kirméliy
sausosios
medZiagos
masé kiekvie-

bendra kirméliy
sausosios
medZiagos
masé kiekvie-

name kartoti- SN VK (%) sk. name kartoti- SN VK (%) sk.
niame (kontroli- niame (tirpiklio
niame) bandi- kontrolés)
nyje bandinyje

24,72 6,31 25,51 3 27,35 4,08 14,93 3
30,17 2,04 6,75 6 33,83 10,40 30,73 3
23,65 3,61 15,25 2 28,78 4,68 16,28 4
12,92 6,83 52,91 6 24,90 6,84 27,47 4
21,31 4,17 19,57 3 25,87 5,30 20,49 3
22,99 4,86 21,16 4 24,64 5,09 20,67 3
18,91 1,91 10,09 6 19,89 1,77 8,89 6
24,13 1,63 6,75 3 25,83 2,17 8,41 3
22,15 3,18 14,34 4 22,80 2,60 11,40 4
35,20 8,12 23,07 6 31,42 8,45 26,90 6
41,28 5,79 14,02 6 41,42 4,37 10,55 4
15,17 5,78 38,09 6 10,50 3,42 32,53 4
35,69 8,55 23,94 6 38,22 1,23 3,21 3
19,57 5,21 26,65 6 28,58 6,23 21,81 3
29,40 2,16 7,34 6 31,15 2,70 8,67 4

tarPla!)orfl- 25,15 20,36 27,68 17,53

tori-nis vi-

durkis

SN 7,87 12,56 7,41 9,10

sk. 15 15

min. 12,9 10,5

maks. 41,3 41,4

VK (%) 31,3 26,8
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3 lentele.

Pentachlorfenolio toksiskumas: tarplaboratorinio bandymo vertinamyjy baig€iy suvestiné; tarplaboratoriniai
EC,,, NOEC ir LOEC vidurkiai; SN - standartinis nuokrypis, VK - variacijos koeficientas

biologinis para- Tarplaborato- Tarplabo- geometr.
S ; sp rinis vidurkis min. maks. ratorinis SN VK (%) | vidurkis (mg/
metra (mg/kg) koeficientas kg)
bendras kir- EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
méliy skaiCius | NoEC 9,9 21 | 227 10,7 72 | 723 7.6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9

MPS (%) 22,5 7,1 39,1

bendra kirmeé- EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 445 18,2

liy sausosios NOEC 9,3 21 | 200 9,4 6,6 | 70,4 7,4

medziagos

masé LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 168 | 655 19,4
MPS (%) 24,8 10,9 | 447

gaiStamumas | LG, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1

15gyvenimas NOEC 16,5 2,1 40,0 18,8 10,3 62,4 12,8

LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6

reprodukcija EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3

(kirméliy skai- | NoEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4

Ciaus padidéji-

mas kiekvie- LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 154 | 68,6 16,0

name kartoti- | MPS (%) 29,7 139 | 47,9

niame bandi-

nyje)

augimas (bio- EC;, 15,3 5,7 29,9 5,2 7,1 46,5 13,7

masés padidé- | Nopc 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9

jimas kiekvie-

name kartoti- | LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 157 | 655 17,3

niame bandi- | Mps (%) 32,2 13,6 | 652

nyje)

MPS — maziausias pastebimas skirtumas nuo kontroliniy ver¢iy tikrinant hipotez¢; naudojamas kaip statistinio patikimumo matas.

NUORODA

Egeler, Ph., Meller, M., Schallnal, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R. Nagel
and B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202 67 429.
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C.36 PLESRIUJU ERKIU (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER) REPRODUKCIJOS DIRVOZEMY)E
BANDYMAS

[VADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymo gaires (TG) Nr. 226 (2008). Jis skirtas dirvozemyje esanciy
cheminiy medziagy poveikiui Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer, Canestrini (Acari: Laelapidae) rusies dirvoZemio
erkiy reprodukcijos nasumui vertinti, taigi pagal jj galima vertinti savitojo populiacijos augimo greicio
slopinima (1, 2). Reprodukcijos na§umas $iuo atveju reiskia bandymo laikotarpio pabaigoje nustatyta jaunikliy
skai¢iy. Atliekant bandymus su H. aculeifer, tiriama dar viena mitybos grandinés grandis kartu su rtisimis, kuriy
bandymo metodai jau parengti. Pagal $j bandymo metodg tinkamu laikomas reprodukcijos bandymas,
atliekamas neskiriant ir kiekybiskai netiriant jvairiy reprodukcijos ciklo etapy. Cheminéms medziagoms, kuriy
poveikis patiriamas ne per dirvoZzemj, o pagal kitg poveikio scenarijy, gali bati tinkama taikyti kitus metodus

().

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer laikoma tipine dirvozemio faunos ir ypac¢ plésriyjy erkiy risimi. Sios riisies erkés
yra paplitusios visame pasaulyje (5) ir jas lengva rinkti bei auginti laboratorijoje. H. aculeifer risies biologinés
savybés apibendrintos 7 priedélyje. Bendra informacija apie Sios risies erkiy ekologija ir naudojima ekotoksiko-
loginiams bandymams paskelbta literataroje (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12).

BANDYMO PRINCIPAS

3. Suaugusios erkiy patelés patiria jvairiy bandomosios cheminés medziagos, kurios jmaisyta j dirvozemi,
koncentracijy poveikj. Pradedant bandymg | kiekvieno kartotinio bandinio indg jdedama po 10 suaugusiy
pateliy. Patinéliai bandymui nenaudojami, nes i§ patirties Zinoma, kad kai yra patinéliy, patelés su jais
susiporuoja iSkart arba netrukus po to, kai iSsineria po deutonimfos fazés. Be to, bandymas su patinéliais
trukty ilgiau, nes erkes reikéty skirstyti j jvairias amZiaus grupes, o tai bity sudétinga. Taigi, erkés per patj
bandyma nesiporuoja. Patelés | bandymo indg ileidziamos po 28-35 dieny nuo tada, kai sinchronizuotoje
kultaroje pradedami déti kiausinéliai (Zr. 4 priedélj), nes tuo metu pateles galima laikyti jau susiporavusiomis ir
ju pasirengimo déti kiausinélius etapas yra pragjes. Bandymas 20 °C temperatiiroje baigiamas 14 dieng po
pateliy jdéjimo i indg (0 dienos); per ta laikg pirmieji kontrolinés grupés palikuonys pasiekia deutonimfos
vystymosi stadijg (Zr. 4 priedélj). Pagrindinis matuojamas kintamasis yra jaunikliy skai¢ius bandymo induose;
taip pat nustatomas per bandyma iSgyvenusiy pateliy skaicius. Priklausomai nuo bandymo plano (zr. 29
skirsnj), siekiant nustatyti EC, (pvz., EC,, EC,,) arba nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) (savoky
apibréztis zr. 1 priedélyje), bandomosios cheminés medziagos poveikj patyrusiy erkiy reprodukcijos nagumas
palyginamas su kontrolinés grupés reprodukcijos naumu. 8 priedélyje pateikta bandymo tvarkaras¢io apzvalga.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA CHEMINE MEDZIAGA

4. Reikéty Zinoti bandomosios cheminés medZiagos tirpuma vandenyje, log K, dirvoZzemio ir vandens
pasiskirstymo koeficienty ir gary slégj. Patartina turéti papildomos informacijos apie bandomosios cheminés
medziagos isliekamumg dirvoZemyje, kaip antai jos biotinio ir abiotinio skaidymo sparta.

5. S bandymo metoda galima taikyti vandenyje tirpioms arba netirpioms cheminéms medziagoms, taciau nuo
tirpumo vandenyje priklauso bandomosios cheminés medziagos naudojimo biidas. Sis bandymo metodas
netinka lakiosioms cheminéms medZiagoms, t. y. tokioms cheminéms medziagoms, kuriy Henrio désnio
konstanta arba oro ir vandens pasiskirstymo koeficientas virSija vienets, arba cheminéms medziagoms, kuriy
gary slégis 25 °C temperatiiroje virsija 0,0133 Pa.

BANDYMO TINKAMUMAS

6. Bandymo rezultatas pripaZistamas tinkamu, jei kontrolinés grupés bandiniai be bandomosios medziagos
atitinka Siuos kriterijus:

— suaugusiy pateliy vidutinis gaiStamumas bandymo pabaigoje neturéty viryti 20 %;

— vidutinis jaunikliy skaiius kiekviename kartotiniame bandinyje (j kurj jdéta 10 suaugusiy pateliy) bandymo
pabaigoje turéty bati bent 50;

— apskai¢iuotas jaunikliy erkiy skaiCiaus kiekviename kartotiniame bandinyje variacijos koeficientas
nustatomojo bandymo pabaigoje neturéty virsyti 30 %.
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ETALONINE CHEMINE MEDZIAGA

7. Siekiant jsitikinti, kad laboratorinés bandymo sglygos yra tinkamos ir kad laikui bégant nesikei¢ia bandomuyjy
organizmy atsakas | poveiki, batina nustatyti etaloninés cheminés medziagos EC, ir (arba) NOEC vertes.
Tinkama etaloniné cheminé medziaga yra dimetoatas (CAS Nr. 60-51-5), kurio poveikis populiacijos dydziui
jrodytas (4). Kaip alternatyvia etaloning cheming medziagg galima naudoti boro riigitj (CAS Nr. 10043-35-3),
taCiau naudojant $ig medziaga sukaupta maziau praktinés patirties. Galimi du bandymo planai:

— per etaloninés cheminés medziagos bandyma galima kartu nustatyti kiekvienos bandomosios cheminés
medziagos toksiskumg esant vienai jos koncentracijai, kurios poveikis, kaip i§ anksto jrodyta atlikus dozés
ir atsako tyrima, yra palikuoniy skaitiaus sumazéjimas daugiau kaip 50 %. Siuo atveju kartotiniy bandiniy
turéty bati tiek pat, kiek ir kontrolinése grupése (Zr. 29 skirsni);

— kitu atveju etaloninés cheminés medziagos bandymas atliekamas 1-2 kartus per metus kaip dozés ir atsako
tyrimas. Priklausomai nuo pasirinkto bandymo plano, koncentracijy bei kartotiniy bandiniy skaicius ir
santykis skiriasi (Zr. 29 skirsni), taciau gautas atsakas turéty bati 10-90 % poveikis (koncentracijos turéty
skirtis pastoviu 1,8 santykiu). Pagal jaunikliy skai¢iy nustatyta dimetoato ECy, verté turéty patekti |
intervalg, kuriame 3,0-7,0 mg aktyviosios medziagos tenka vienam dirvoZzemio (sausosios medZiagos
masés) kilogramui. Remiantis iki $iol naudojant boro riigstj gautais rezultatais, pagal jaunikliy skaiciy
nustatyta EC, verté turéty patekti | intervala, kuriame 100-500 mg aktyviosios medziagos tenka vienam
sausosios dirvozemio medziagos masés kilogramui.

BANDYMO APRASYMAS
Bandymo indai ir jranga

8.  Turéty bati naudojami 3-5 cm skersmens bandymo indai (dirvoZzemio sluoksnis juose turéty bati > 1,5 cm
storio), pagaminti i§ stiklo arba kitos chemiskai inertinés medziagos, su sandariu dangteliu. Gerjausia naudoti
uzsukamus dangtelius; tokiu atveju indus galima pravédinti du kartus per savaite. Kitu atveju galima naudoti
tokius dangtelius (pvz., i§ marlés), per kuriuos vykty tiesioginé dujy apykaita tarp substrato ir atmosferos oro.
Kadangi per bandymg turi bati palaikomas pakankamas drégnis, itin svarbu bandymo metu tikrinti kiekvieno
bandymo indo masg ir, jei reikia, jpilti daugiau vandens. Tai gali bati ypa¢ svarbu tada, kai naudojami indai be
uzsukamy dangteliy. Jeigu bandymo indas yra nepermatomas, jo dangtelis turéty biti pagamintas i§ Sviesai
pralaidzios medziagos (pvz., perforuotas skaidrus dangtelis), taciau toks, kad per ji neisropoty erkés. Bandymo
indy dydis ir rasis priklauso nuo to, kokiu metodu bus surenkamos erkés (apie tai i§samiau skaitykite 5
priedélyje). Jeigu erkés surenkamos tiesiogiai kaitinant bandymo indg, indo dugnas gali bati su jdétu tinkamo
dydzio tinkleliu (kuris iki erkiy surinkimo laikomas uzdengtas), o dirvozemio sluoksnis turéty bati pakankamai
storas, kad temperatiira ir drégnio lygis jame keistysi laipsniskai.

9.  Bandymui reikalinga standartiné laboratoriné jranga, visy pirma:
— geriausia naudoti stiklinius indus su uZsukamais dangteliais;
— dZiovinimo spinta;

— stereomikroskopas;

— Sepetéliai, naudojami erkéms perkelti;

— pH matuoklis ir liuksmetras;

— tinkamos tikslios svarstyklés;

— tinkama temperatiiros kontrolés jranga;

— tinkama oro drégnio kontrolés jranga (nebitinai, jeigu bandymo indai uzdengiami dangteliais);
— reguliuojamos temperatiiros inkubatorius arba maza patalpa;

— jranga erkéms surinkti (zr. 5 skirsnj) (13);

— vir$ galvos jrengta reguliuojamos $viesos lempa;

— stiklainiai, j kuriuos dedamos surinktos erkes.
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Dirbtinio dirvoZemio paruoSimas

10. Per 3 bandyma naudojamas dirbtinis dirvozemis. Sis dirbtinis dirvozemis ruosiamas i§ tokiy sudedamyjy daliy
(visos vertés nurodytos sausosios medziagos mase):

— 5 % samaniniy durpiy, ore i$dZiovinty ir smulkiai sumalty (tinkamas daleliy dydis yra 2 £ 1 mm);
— 20 % kaolino (patartina, kad kaolinito jame buty daugiau kaip 30 %);

— apie 74 % ore i§dziovinto pramoninio smélio (priklausomai nuo reikiamo CaCO, kiekio), daugiausia
smulkaus, kad daugiau kaip 50 % daleliy jame baty 50-200 pm dydzZio. Tikslus smélio kiekis priklauso
nuo CaCO, kiekio (Zr. toliau), kartu jie turéty sudaryti iki 75 % dirbtinio dirvozemio;

— < 1,0 % kalcio karbonato (analiziskai gryny CaCO, milteliy), kad biity gautas 6,0 + 0,5 pH; dedamo kalcio
karbonato kiekis gali daugiausia priklausyti nuo durpiy kokybés ir (arba) riiSies (Zr. 1 pastaba).

1 pastaba. Reikiamas CaCO, kiekis priklausys nuo dirvoZemio substrato sudedamyjy daliy ir turéty bati
nustatytas prie§ pat bandymg i$matuojant daliniy dirvoZemio éminiy pH (14).

2 pastaba. Durpiy kiekis dirbtiniame dirvoZemyje skiriasi nuo kiekio, naudojamo pagal kitus dirvoZzemio
organizmy bandymy metodus, kai daugeliu atvejy naudojama 10 % durpiy (pvz., (15)). Tadiau, EPPO
duomenimis (16), jprastame Zemés tikio paskirties dirvoZemyje yra ne daugiau kaip 5 % organinés medziagos,
taigi, mazinant durpiy kieki, sumazinama natfiraliam dirvoZemiui badinga tikimybé¢, kad bandomoji cheminé
medZiaga jsigers | organing anglj.

3 pastaba. Kai reikia, pvz., konkretiems bandymo tikslams pasiekti, kaip bandymo ir (arba) kultiry auginimo
substratg taip pat galima naudoti nattraly dirvoZemij, paimta i§ neuZterSty viety. Taliau jeigu naudojamas
natiralus dirvozemis, jj apibiidinant reikéty nurodyti bent jo kilme (surinkimo vietg), pH, struktiirg (granulio-
metring sudétj) ir organinés anglies kiekj jame. Jeigu Zinoma, reikéty nurodyti dirvoZemio rasj ir pavadinima
pagal dirvozemio klasifikacijg. Dirvozemyje neturéty biati jokiy terSaly. Tuo atveju, jeigu bandomoji cheminé
medziaga yra metalas arba organinis metalo junginys, taip pat reikéty nustatyti katijony mainy talpg. Ypa¢ daug
démesio reikéty skirti tam, kad bty tenkinami bandymo tinkamumo kriterijai, nes bendros informacijos apie
natdralius dirvoZemius paprastai yra nedaug.

11. Sausos dirvoZzemio sudedamosios dalys kruops¢iai sumaiSomos (pvz., naudojant didelj laboratorinj maiytuva);
tinkamai pH vertei nustatyti naudojamas dirvozemio ir 1 M kalio chlorido (KCl) arba 0,01 M kalcio chlorido
(CaCl) tirpalas santykiu 1:5 (zr. (14) ir 3 priedélj). Jeigu dirvoZemio rigstumas virsija tinkamg intervalg (zr. 10
skirsnj), ji galima pakoreguoti idedant tinkamg CaCO, kieki. Jeigu dirvoZemis yra pernelyg kalkingas, ji galima
pataisyti jdedant daugiau misinio,  kurj déta pirmyjy trijy 10 skirsnyje nurodyty sudedamuyjy daliy, bet nedéta
CaCO,,.

12. Dirbtinio dirvozemio didZiausias vandens imirkis nustatomas pagal 2 priedélyje aprasytas procediras. Iki
bandymo pradzios likus 2-7 dienoms, sausas dirbtinis dirvoZemis i§ pradziy sudrékinamas ipilant pakankamai
distiliuoto arba dejonizuoto vandens, kad jame biuty mazdaug pusé galutinio vandens kiekio (40-60 %
didziausio vandens jmirkio). DirvoZemio drégnis patikslinamas iki 40-60 % didZziausio vandens jmirkio, jpilant
bandomosios cheminés medziagos tirpalo ir (arba) papildomai jpilant distiliuoto ar dejonizuoto vandens
(zr. 16-18 skirsnius). Dirvozemio drégnj galima papildomai apytikriai nustatyti nestipriai suspaudus saujoje
Siek tiek dirvozemio — jei drégnis yra tinkamas, tarp pirsty turéty pasirodyti smulkiy vandens laseliy.

13. DirvoZemio drégnis nustatomas pradedant ir baigiant bandymg, iSdziovinus jj iki pastovios masés 105 °C
temperatiiroje pagal standartg ISO 11465 (17), o dirvozemio pH — pagal 3 priedélj arba standarta ISO 10390
(14). Siuos matavimus reikéty atlikti papildomai paimtuose tiek kontrolinés grupés, tiek kiekvienos
bandomosios medziagos koncentracijos dirvoZemio bandiniuose be erkiy. Dirvozemio pH neturéty buti
koreguojamas atliekant rogstiniy arba Sarminiy cheminiy medziagy bandymus. DirvoZemio drégnj reikéty
stebéti per visg bandyma, reguliariai pasveriant indus (zr. 20 ir 24 skirsnius).
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Bandomyjy gyviiny atranka ir paruo$imas

14. Siam bandymui naudojami Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883) riiSies gyviinai. Pradedant bandyma
imamos suaugusios erkiy patelés i§ sinchronizuotos vados. Erkés bandymui turéty bati imamos, pvz., praéjus
7-14 dieny nuo subrendimo ir 28-35 dienoms nuo tada, kai sinchronizuotoje grupéje pradeda deéti
kiausinélius (Zr. 3 skirsnj ir 4 priedéli). Turéty bati nurodytas 3altinis, i§ kurio gautos erkés, arba, jeigu erkiy
kultiira auginama laboratorijoje, — jos tiekéjas ir priezitra. Laboratorijoje auginant erkiy kultfira, rekomen-
duojama bent karta per metus pakartotinai identifikuoti jos rasj. Rasiai identifikuoti skirta lentelé pateikta 6
priedélyje.

Bandymui pasirinkty koncentracijy terpiy ruosimas

15. Bandomoji cheminé medZiaga jmaiSoma | dirvoZzemj. Organinius tirpiklius, kurie naudojami dirvozemio
apdorojimui bandomgja chemine medZziaga palengvinti, reikéty parinkti atsizvelgiant j nedidelj jy toksiskuma
erkéms; bandymo plane turi biiti numatyta tinkama tirpiklio kontrolé (Zr. 29 skirsnj).

Vandenyje tirpi bandomoji cheminé medziaga

16. Bandomosios cheminés medziagos tirpalo dejonizuotame vandenyje paruoSiama tiek, kad jo pakakty visiems
vienos bandymui pasirinktos koncentracijos kartotiniams bandiniams. Patartina naudoti tinkamg vandens kiekj
reikiamam drégniui, t. y. 40-60 % didZiausio vandens jmirkio, pasiekti (Zr. 12 skirsnj). Kiekvienas bandomosios
cheminés medziagos tirpalas prie§ dedant j bandymo indg gerai sumaiSomas su viena i§ anksto sudrékinto
dirvoZemio porcija.

Vandenyje netirpi bandomoji cheminé medZiaga

17. Bandomgsias chemines medZiagas, kurios yra netirpios vandenyje, taciau tirpios organiniuose tirpikliuose,
galima i§tirpinti minimaliame tinkamo nesiklio (pvz., acetono) kiekyje. Reikéty naudoti tik lakiuosius tirpiklius.
Naudojant tokius nesiklius, visuose bandymui pasirinkty koncentracijy ir kontroliniuose bandiniuose turéty
bati vienodas minimalus nesiklio kiekis. Nesiklis uzpurskiamas ant nedidelio smulkaus kvarcinio smélio kiekio,
pvz., 10 g, arba su juo sumaiSomas. Atitinkamai reikéty patikslinti bendra substrate esancio smélio kiekj.
Nesiklis pasalinamas bent vieng valandg garinant po traukos gaubtu. Sis kvarcinio smélio ir bandomosios
cheminés medZiagos miSinys jberiamas j i§ anksto sudrékintg dirvozemj ir kruops¢iai su juo sumai§omas jpylus
reikiamg dejonizuoto vandens kiekj, kad dirvoZemio drégnis baty tinkamas. Gautas miSinys sudedamas |
bandymo indus. Atminkite, kad kai kurie tirpikliai gali baiti nuodingi erkéms. Todél, jeigu tirpiklio toksiskumas
erkéms nezinomas, rekomenduojama naudoti papildoma kontrolinj bandinj su vandeniu, bet be nesiklio. Jeigu
patikimai jrodyta, kad tirpiklis (tokios koncentracijos, kokios bus naudojamas) neturi poveikio erkéms, vandens
kontroliniy bandiniy galima neruosti.

Vandenyje ir organiniuose tirpikliuose mazai tirpi bandomoji cheminé medZiaga

18. Kai cheminés medZziagos yra mazai tirpios vandenyje ir organiniuose tirpikliuose, kiekvienam bandymo indui
imama po 2,5 g smulkiai sumalto kvarcinio smélio (pvz., keturiems kartotiniams bandiniams imama 10 g
smulkaus kvarcinio smélio), kuris sumaiSomas su tinkamu bandomosios cheminés medziagos kiekiu, kad bity
gauta bandymui reikiama jos koncentracija. Atitinkamai reikéty patikslinti bendra substrate esancio smélio
kiekj. Sis kvarcinio smélio ir bandomosios cheminés medZiagos misinys jberiamas i i§ anksto sudrékinta
dirvozemj ir kruop$¢iai su juo sumaiSomas jpylus reikiama dejonizuoto vandens kiekj, kad dirvozemio drégnis
bity tinkamas. Gautas miinys iSskirstomas | bandymo indus. Ta pati procediira kartojama ruosiant kiekvienos
koncentracijos bandinius, taip pat paruoiama tinkama kontroliniy bandiniy grupé.

PROCEDURA
Bandomosios ir kontrolinés grupés

19. [ kiekvieng kontrolinés ir bandomosios grupiy inda rekomenduojama jdéti po 10 suaugusiy pateliy ir 20 g
dirbtinio dirvozemio (sausosios medZiagos masés). Bandomuosius organizmus reikéty idéti per dvi valandas po
galutinio bandymui naudojamo substrato paruo$imo (t. y. po to, kai jdedama bandomoji medziaga).
Konkreciais atvejais (pvz., kai brandinimas laikomas lemiamu veiksniu), galima pailginti laiko tarpg nuo
galutinio substrato paruo$imo bandymui iki erkiy jdéjimo (daugiau apie tokj brandinimg skaitykite literatiiroje
(18)). Taciau tokiais atvejais batina pateikti mokslinj pagrindima.
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20. Sudéjus j dirvozemj erkes, joms jdedama pasaro ir reikéty iSmatuoti pradine kiekvieno bandymo indo mase,
kuria remiantis bus galima stebéti dirvoZemio drégnj per visa bandyma, kaip aprasyta 24 skirsnyje. Tada
bandymo indai uzdengiami, kaip aprasyta 8 skirsnyje, ir jdedami j bandymo kamera.

21. Tinkami kontroliniai bandiniai paruoSiami pagal kiekvieng i§ 15-18 skirsniuose apraSyty bandomosios
cheminés medziagos naudojimo metody. Ruo$iant kontrolinius bandinius, taikomos tos pacios aprasytos
procediiros, iSskyrus tai, kad | juos nededama bandomosios cheminés medziagos. Todél, kai tinka, |
kontrolinius bandinius dedama organiniy tirpikliy, kvarcinio smélio ar kity nesikliy tomis paciomis koncentra-
cijomis (kiekiais), kaip ir | bandomosios grupés indus. Kai bandomoji cheminé medziaga dedama naudojant
tirpiklj ar kitg nesiklj, jeigu tirpiklio toksiskumas nezinomas, taip pat reikéty paruosti ir isbandyti papildomg
kontrolinj bandinj be nesiklio ir be bandomosios cheminés medziagos (zr. 17 skirsnj).

Bandymo salygos

22. Per bandyma turéty bati palaikoma 20 + 2 °C temperatiira. Temperatiirg reikéty iSmatuoti ir uZrasyti bent
kartg per dieng ir, jei reikia, patikslinti. Atliekant bandyma reguliuojamas $viesos ir tamsos ciklas (geriausia, kad
bity 16 val. Sviesos ir 8 val. tamsos) ir bandymo indy vietoje palaikomas apsvietimas 400-800 Ix Sviesa.
Siekiant palyginamumo, $ios salygos yra tokios pacios, kaip ir per kitus dirvoZemio ekotoksikologinius
bandymus (pvz., (15)).

23. Reikeéty uztikrinti dujy apykaitg, aeruojant bandymo indus bent dukart per savaite, jeigu naudojami uzsukami
dangteliai. Jeigu naudojami marlés dangteliai, reikéty skirti daugiau démesio tam, kad bity palaikomas
reikiamas dirvozemio drégnis (Zr. 8 ir 24 skirsnius).

24. Per visa bandymg palaikomas reikiamas vandens kiekis dirvoZemio substrate, bandymo indus reguliariai
pasveriant ir, jei reikia, ipilant daugiau vandens (pvz., karta per savaitg). SumaZéjes drégnis, kai reikia,
atkuriamas jpilant dejonizuoto vandens. DirvoZemio drégnis per bandyma neturéty daugiau kaip 10 %
nukrypti nuo pradinés vertés.

Sérimas

25. Irodyta, kad tinkamas pasaras yra stirinés erkutés Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781). Taip pat gali tikti
mazos kolembolos (pvz., jauniklés Folsomia candida Willem, 1902 arba Onychiurus fimatus (19), (20)), enchitréjai
(pvz., Enchytraeus crypticus, Westheide ir Graefe, 1992) arba nematodai (pvz., Turbatrix silusisee de Man, 1913))
(21). Rekomenduojama patikrinti pasara prie§ naudojant jj bandymui. Pasaro turéty biti dedama tokios risies
ir tiek, kad erkiy jaunikliy skaicius bty pakankamas pagal bandymo tinkamumo kriterijus (6 skirsnis).
Irenkant tinkama grobj erkéms, reikéty atsizvelgti | bandomosios medziagos veikimo biidg (pvz., akaricidas
gali biiti toksiskas ir maistinéms erkutéms, zr. 26 skirsnj).

26. Pasaro turéty biiti dedama ad libitum (t. y. kaskart dedamas mazas kiekis (ant mentelés galo)). Siuo tikslu taip
pat galima naudoti nestipry siurbliuka, kaip tai sitloma daryti per kolemboly bandyma, arba plona teptuka.
Paprastai pakanka jdéti pasaro bandymo pradzioje ir véliau du arba tris kartus per savaite. Jeigu atrodo, kad
bandomoji medziaga yra toksiska erkiy grobiui, reikéty apsvarstyti galimybe déti paSaro dazniau ir (arba)
pasirinkti kita pasaro Saltinj.

Tinkamy bandomosios medZiagos koncentracijy pasirinkimas

27. Turint iSankstiniy Ziniy apie bandomosios cheminés medziagos toksiskuma, pvz., atlikus intervalo nustatymo
tyrimus, turéty bati lengviau pasirinkti bandymui tinkamas jos koncentracijas. Kai reikia, atliekamas intervalo
nustatymo bandymas pasirinkus, pvz., penkias bandomosios cheminés medziagos koncentracijas nuo 0,1 iki
1 000 mg vienam sauso dirvoZemio kilogramui, bandomosiose grupése ir kontrolinéje grupéje paruosiant bent
po vieng kartotinj bandinj. Intervalo nustatymo bandymas trunka 14 dieny, po kuriy nustatomas suaugusiy
erkiy gaiStamumas ir jaunikliy skai¢ius. Galutinio bandymo koncentracijos verciy intervala geriausia pasirinkti
toki, kad jame esancios koncentracijos paveikty jaunikliy skai¢iy, bet ne motininés kartos pateliy i$gyvenima.
Tadiau tai gali blti nejmanoma, kai mirting ir nemirting poveikj sukelia beveik vienodos bandomosios
medziagos koncentracijos. Efektyviosios koncentracijos vertés (pvz., EC,,, EC,, EC,,) ir koncentracijy, kurioms
esant patiriamas reik§mingas bandomosios cheminés medziagos poveikis, intervalas turéty patekti | bandymui
pasirinkty koncentracijos verciy intervala. Ekstrapoliuoti iki kur kas maZesniy negu maziausioji poveiki
bandomiesiems organizmams daranti koncentracija arba kur kas didesniy nei didZiausia bandomoji koncent-
racija verciy reikéty tik i$imtiniais atvejais ir reikéty i$samiai tai paaikinti bandymo ataskaitoje.
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Bandymo planas
Dozés ir atsako bandymai

28. Remiantis rekomendacijomis, pateiktomis atlikus kit tarplaboratorinj bandyma (enchitréjy reprodukcijos
bandymas, (22)), sidlomi trys bandymo planai. Kad visi $ie planai apskritai yra tinkami, jsitikinta gavus
H. aculeifer tinkamumo patvirtinimo rezultatg.

29. Nustatant koncentracijy intervalg bitina turéti omenyje Siuos dalykus:

— nustatant EC_ (pvz., EC,,, EC,,) reikéty bandymui rinktis maziausiai dvylika koncentracijy. Rekomen-
duojama paruosti bent po du kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos kartotinius bandinius ir esis
kontrolinius kartotinius bandinius. Koncentracijos gali skirtis jvairiu santykiu, kuris, pvz., gali baiti mazesnis
ar lygus 1,8 tikétino poveikio intervale arba virsyti 1,8, esant didesnéms arba mazesnéms koncentracijoms;

— nustatant NOEC, reikéty bandymui rinktis bent penkias koncentracijos vertes, i§déstytas geometrine
progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis kiekvienos bandymui pasirinktos koncentracijos
kartotinius bandinius ir dar astuonis kontrolinius bandinius. Pasirinktos koncentracijos vertés turéty skirtis
pastoviu santykiu, nevir$ijanciu 2,0;

— NOEC ir EC, galima kartu nustatyti pagal bendrg metoda. Pagal ji turéty bati astuonios bandomosios
medZziagos koncentracijos, i$déstytos geometrine progresija. Rekomenduojama paruosti po keturis
kiekvienos koncentracijos kartotinius bandinius, taip pat astuonis kontrolinius bandinius. Pasirinktos
koncentracijos vertés turéty skirtis pastoviu santykiu, nevirsijanciu 1,8.

Riby nustatymo bandymas

30. Jeigu jokio bandomosios medziagos poveikio nenustatoma esant didZiausiai jos koncentracijai (t. y. 1 000 mg/
kg sauso dirvoZemio masés) per intervalo nustatymo bandymg, nustatomaji reprodukcijos bandymg galima
atlikti kaip riby nustatymo bandyma, pasirinkus bandomosios medziagos koncentracija, lygia 1 000 mg/kg
sauso dirvoZemio masés. Per riby nustatymo bandyma bus galima jrodyti, kad poveikio reprodukcijai NOEC
arba EC,, virSija ribing koncentracijg, ir kartu bandymui panaudoti minimaly erkiy kiekj. Reikéty paruosti po
aStuonis tiek bandomgja medZiaga apdoroto dirvozemio, tiek kontrolinius kartotinius bandinius.

Bandymo trukmé ir matavimai

31. Reikéty uZradyti bet kokius pastebétus elgsenos ir morfologinius erkiy kontroliniuose ir bandomyjy grupiy
induose skirtumus.

32. 14 dieng likusios gyvos erkés irenkamos i§ dirvoZemio naudojant surinkimo kaitinant ar veikiant $viesa ar bet
kurj kita tinkama metodg (Zr. 5 priedélj). Jauniklés erkés (t. y. lervos, protonimfos ir deutonimfos) ir suaugusios
erkés atskirai suskai¢iuojamos. Visos tuo metu nerastos suaugusios erkés uzraSomos kaip negyvos, darant
prielaidg, kad Sios erkés Zuvo ir suiro iki vertinimo. Surinkimo efektyvumas turi bati kartg ar dukart per metus
patvirtinamas naudojant kontrolinius bandinius, kuriuose suaugusiy ir jaunikliy erkiy skai¢ius Zzinomas.
Vidutinis visy vystymosi stadijy erkiy surinkimo efektyvumas turéty virsyti 90 % (Zr. 5 priedélj). Suaugusiy ir
jaunikliy erkiy skaicius, atsiZvelgiant j surinkimo efektyvuma, netikslinamas.

DUOMENYS IR ATASKAITOS RENGIMAS
Rezultaty tvarkymas

33. 36-41 skirsniuose pateikta informacijos apie statistinius metodus, kuriuos galima taikyti analizuojant bandymo
rezultatus. Taip pat reikéty remtis EBPO dokumentu Nr. 54 ,Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data: a Guidance to Application* (Dabartiniai ekotoksiskumo duomeny statistinés analizés metodai.
Jy taikymo gairés) (31).

34. Pagrindiné bandymo vertinamoji baigtis yra reprodukcijos nagumas, $iuo atveju — kiekviename kartotiniame
bandymo inde (j kurj jleista 10 suaugusiy pateliy) atsivesty jaunikliy skaicius. Atliekant statisting analiz¢ batina
apskaiciuoti kiekvienos bandomosios ir kontrolinés grupés aritmetinj vidurkj (X) ir dispersija (s?). X ir s2 vertés
naudojamos per ANOVA procediiras, kaip antai taikant Stjudento t kriterijy, Dunnett kriterijy arba Williams
kriterijy, taip pat apskaiciuojant 95 % pasikliautinuosius intervalus.

Pastaba. Si pagrindiné vertinamoji baigtis yra lygiaverté vislumui, kuris apskaiciuojamas kaip gyvy per bandyma
atsivesty jaunikliy skaicius, padalytas i§ bandymo pradzioje i indg jdéty motininiy pateliy skai¢iaus.
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35. Kontroliniuose bandiniuose be bandomosios medZiagos isgyvenusiy pateliy skaicius yra svarbus tinkamumo
kriterijus, kurj reikia uZrayti bandymo dokumentuose. Kaip ir per intervalo nustatymo bandyma, galutinéje
ataskaitoje reikéty aprasyti ir visus kitus kenksmingo poveikio pozymius.

EC

X

36. EC, vertés, jskaitant susijusias atitinkamo 34 skirsnyje apibdinto parametro Zemuting ir virSuting 95 %
pasikliovimo ribas, apskai¢iuojamos taikant tinkamus statistinius metodus (pvz., probito analizg, logisting arba
Weibull funkcija, sutrumpintg Spearman-Karber metoda arba paprastgja interpoliacijg). EC, verté gaunama j
gautg lygtj jrasant verte, atitinkancig x % kontrolinés grupés vidurkio. Apskaiciuojant ECy, ar bet kokia kita EC,
verte turéty bati atlikta bandomuyjy grupiy vidurkiy (X) regresiné analizeé.

NOEC (LOEC)

37. Jeigu, siekiant nustatyti NOEC (LOEC), reikia atlikti statisting analiz¢, bitina turéti kiekvieno indo statistinius
duomenis (kartotiniais bandiniais laikomi atskiri indai). Turéty bati taikomi tinkami statistiniai metodai (pagal
EBPO dokumenta Nr. 54 ,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to
Application®). Apskritai bandomosios medziagos neigiamas poveikis, palyginti su kontroline grupe, tiriamas
atliekant vienpusj (maZesnijj) hipotezés tikrinimg, kai p < 0,05. Tolesniuose skirsniuose pateikiama pavyzdziy.

38. Galima testuoti normalyjj duomeny skirstinj taikant, pvz., Kolmogorov-Smirnov suderinamumo kriterijy,
intervalo ir standartinio nuokrypio santykio kriterijy (R/s kriterijus) arba Shapiro-Wilk kriterijy (dvipusi,
p < 0,05). Cochran kriterijus, Levene kriterijus arba Bartlett kriterijus (dvipusis, p < 0,05) gali bati taikomas
testuojant dispersijos vienalytiSkuma. Jei tenkinamos parametrinio kriterijaus procediry taikymo (normalumo,
dispersijos vienalytiskumo) salygos, galima atlikti vienpuse dispersine analiz¢ (ANOVA) ir vélesnius daugeriopo
palyginimo testus. Galima, atlickant daugeriopus palyginimus (pvz., pagal Dunnett t kriterijy) arba taikant
zingsnio Zemyn trendo kriterijus (pvz., Williams kriterijy monotonisko dozés ir atsako santykio atveju),
apskai¢iuoti, ar yra reik§mingy skirtumy (p < 0,05) tarp kontroliniy bandiniy ir jvairiy bandomosios
medziagos koncentracijy (rekomenduojamas kriterijus pasirenkamas pagal EBPO dokumentg Nr. 54 ,Current
Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application®). Kitu atveju NOEC ir
LOEC reikéty nustatyti neparametriniais metodais (pvz., taikant Bonferroni U kriterijy pagal Holm arba
Jonckheere-Terpstra trendo kriterijy).

Riby nustatymo bandymas

39. Jeigu atliktas riby nustatymo bandymas (kontroliné grupé palyginta su vienintelés koncentracijos bandiniais) ir
tenkinamos parametrinio kriterijaus procediiry taikymo (normalumo, homogeniskumo) salygos, metrinius
atsakus galima jvertinti pagal Stjudento kriterijy (t kriterijus). Jeigu Sie reikalavimai netenkinami, galima taikyti
nelygios dispersijos t kriterijy (Welch t kriterijus) arba neparametrinj kriterijy, kaip antai Mann-Whitney U
kriterijy.

40. Siekiant nustatyti reik$mingus skirtumus tarp kontroliniy (kontrolés ir tirpiklio kontrolés) grupiy, kiekvienos
kontrolinés grupés kartotinius bandinius galima testuoti ta pacia tvarka, kaip nurodyta per riby nustatymo
bandyma. Jeigu Siais testais nenustatoma reik§mingy skirtumy, galima sujungti visus kontrolinés ir tirpiklio
kontrolinés grupiy kartotinius bandinius. Kitu atveju visas bandomasias grupes reikéty lyginti su tirpiklio
kontrolés grupe.

Bandymo ataskaita

41. Bandymo ataskaitoje turéty bati pateikta bent toliau nurodyta informacija:
— Bandomoji cheminé medziaga

— Bandomosios cheminés medziagos tapatybé¢, pavadinimas, partija, siunta ir CAS numeris, grynumas.

— Bandomosios cheminés medziagos fizikinés ir cheminés savybés (pvz., log K_, tirpumas vandenyje, gary
slégis, Henrio désnio konstanta ir (H) ir, pageidautina, informacija apie bandomosios cheminés
medziagos iSlieckamuma dirvozemyje).

— Bandomieji organizmai
— Bandomyjy organizmy identifikacija ir tiekéjas, jy kultiiros auginimo salygy apibiidinimas.

— Bandomyjy organizmy amZiaus grupé.
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— Bandymo sglygos
— Bandymo plano ir eigos aprasymas.

— Informacija apie bandomojo dirvozemio paruo$img; jeigu naudotas natiiralus dirvoZemis — i§samus jo
apraSymas (kilmé, istorija, granuliometriné sudétis, pH, organinés anglies kiekis ir, jei Zinoma,
dirvozemio klasifikacija).

— Didziausias dirvozemio vandens jmirkis.

— Dirvozemio apdorojimo bandomaja chemine medziaga metodo aprasymas.

— Informacija apie kartu su bandomgja chemine medziaga naudojamas pagalbines chemines medzZiagas.
— Bandymo indy dydis ir bandomojo dirvozemio sausosios medziagos masé kiekviename inde.

— Bandymo salygos: $viesos stipris, $viesos ir tamsos cikly trukmé, temperatiira.

— Sérimo tvarkos apraSymas, bandymui naudojamo pasaro riisis ir kiekis, $érimo dienos.

— Dirvozemio (kontroliniy ir kiekvienos bandomosios grupés bandiniy) pH ir drégnis bandymo pradzioje
ir bandymo metu.

— I8samus erkiy surinkimo metodo apraSymas ir surinkimo efektyvumas.
— Bandymo rezultatai
— Bandymo pabaigoje kiekviename bandymo inde nustatytas jaunikliy skaicius.

— Suaugusiy pateliy skaiCius ir suaugusiy erkiy gaiStamumas (%), nustatytas bandymo pabaigoje
kiekviename bandymo inde.

— Pastebimy simptomy arba akivaizdziy elgsenos poky¢iy aprasymas.
— Bandymui naudojant etaloning cheminé medziaga gauti rezultatai.

— suvestiniai statistiniai (EC, ir (arba) NOEC) duomenys, jskaitant 95 % pasikliovimo ribas ir apskaiciavimo
metodo aprasyma.

— Koncentracijos ir atsako santykio grafikas.

— Nukrypimai nuo nustatyty pagal §j bandymo metods atliekamy procediiry ir bet kokie per bandyma
pastebéti nenumatyti reiskiniai.
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1 priedélis

Savoky apibréztys

Toliau pateiktos taikant § bandymo metodg vartojamy savoky apibréztys (atliekant §j bandymga visos efektyviosios
koncentracijos iSreiskiamos kaip bandomosios cheminés medziagos masés santykis su bandymui naudojamo
dirvozemio sausosios medziagos mase).

Cheminé medziaga — medZiaga arba miSinys.

Nepastebéto poveikio koncentracija (NOEC) — bandomosios cheminés medZiagos koncentracija, kuriai esant
jokio poveikio nepastebima. Atliekant § bandymg, NOEC atitinkanti koncentracija per nustatytg veikimo laikotarpj
nepadaro statistiskai reik§mingo poveikio (p < 0,05), palyginti su kontroline grupe.

MaZiausia pastebéto poveikio koncentracija (LOEC) — maziausia bandomosios cheminés medzZiagos koncent-
racija, kuri per nustatytg veikimo laikotarpj padaro statistiskai reik§minga poveiki (p < 0,05), palyginti su kontroline

grupe.

EC, (x % poveiki sukelianti efektyvioji koncentracija) — bandomosios medziagos koncentracija, kuriai esant
bandomieji organizmai patiria x % poveikj per atitinkama tos medziagos veikimo laikotarpi, palyginti su kontroliniu
bandiniu. Pavyzdziui, EC,, yra koncentracija, kuri, kaip jvertinta, iki bandymo vertinamosios baigties per nustatyta
bandomosios medziagos veikimo laikotarpj paveikia 50 % atitinkamos populiacijos.

Bandomoji cheminé medZiaga — naudojant §j bandymo metodg tiriama cheminé medziaga arba misinys.
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2 priedélis

DidZiausio dirvoZemio vandens jmirkio nustatymas

Nustatyta, kad didZiausiam dirvoZemio vandens jmirkiui jvertinti tinka $is metodas, apibidintas standarto
ISO DIS 11268-2 C priede (,Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida). Part 2: Determination
of effects on reproduction” (23)).

Paimkite nustatyta bandomojo dirvoZemio substrato kieki (pvz., 5 g) naudodami éminiams imti tinkamg prietaisa
(vamzdelj su jvijomis ar kt). Vamzdelio apacig uZzdenkite filtravimo popieriaus lapu, pripilde ji vandens, ir
pastatykite jj ant stovo vandens voneléje. Vamzdelis turéty laipsniskai panirti, kol vanduo apsems dirvoZemio
pavirsiy, tada jj reikéty palikti vandenyje mazdaug 3 val. Kadangi ne visas j dirvoZemio poras jsigéres vanduo gali
biti sulaikytas jame, reikéty paimti dirvoZzemio éminj dviem valandoms, kad pasisalinty vandens perteklius, padéjus

éminj reikéty pasverti, pries tai i§dziovinus iki pastovios masés 105 °C temperatiiroje. Vandens jmirkj tada galima
apskaiciuoti taip:

S D

Vandens jmirkis ( sausosios medZiagos masés %) = % x 100

Sioje formuléje:
S = vandeniu sumirkes substratas + vamzdelio masé + filtravimo popieriaus masé

T = tara (vamzdelio masé + filtravimo popieriaus masé)

D = sauso substrato masé
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3 priedélis

DirvoZemio PH nustatymas

Sis dirvozemio pH nustatymo metodas yra pagristas standarte ISO DIS 10390 (DirvoZemio kokybé. pH nustatymas)
pateiktu aprasymu (16).

Tam tikras nustatytas dirvozemio kiekis maziausiai 12 valandy dZiovinamas kambario temperatiiroje. Tada i§ $io
dirvoZzemio paruo$iama penkis kartus didesnio tirio suspensija (joje turi biti maziausiai 5 g dirvoZemio) naudojant
1 M analiziskai gryno kalio chlorido (KCl) arba 0,01 M analizi$kai gryno kalcio chlorido (CaCl)) tirpalg. Tada
suspensija penkias minutes kruops¢iai purtoma, po to palickama nusistovéti maziausiai 2 valandas, bet ne ilgiau kaip
24 valandas. Tada iSmatuojamas skystosios fazés pH naudojant pH matuoklj, kuris pries kiekvieng matavima
kalibruojamas naudojant tinkamga buferiniy tirpaly (pvz., pH = 4,0 ir 7,0) serija.
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4 priedélis

Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer bei maistiniy erkiy auginimas ir kultiiros sinchronizavimas
Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer auginimas

Auginamas erkiy kultfiras galima priziaréti plastikiniuose induose arba stiklainiuose, pripildytuose gipso ir medzio
angliy milteliy misinio (santykiu 9:1). Gipso drégnj galima palaikyti, kai reikia, {lainant kelis distiliuoto arba
dejonizuoto vandens lasus. Erkéms auginti optimali temperatiira yra 20 + 2 °C, o $viesos ir tamsos periody kaita Siai
riiSiai néra svarbi. Siy erkiy grobiu gali biiti Typrophagus putrescentiae arba Caloglyphus sp. erkés (maistines erkes
reikéty tvarkyti atsargiai, nes jos gali Zmonéms sukelti alergijas), taciau taip pat tinka nematodai, enchitréjai ir
kolembolos. Reikéty nurodyti, i§ kokio 3altinio gauti ie gyviinai. Populiacijai pradéti veisti pakanka vienos patelés,
nes patinéliai i$sirita i§ neapvaisinty kiausinéliy. Populiacijoje paprastai vienu metu vystosi kelios erkiy kartos. Patelé
trumpiausiai gyvena 100 dieny ir per gyvenimg padéti apie 100 kiausinéliy. Sparciausiai patelés kiauinélius deda
budamos 10-40 dieny amziaus (po to, kai tampa suaugusios); tuo metu kiausinéliy déjimo sparta yra 2,2 kiausinélio
patelei- ! per parg~!. Vystymosi laikas nuo kiausinélio iki suaugusios patelés, esant 20 °C temperatiirai, trunka apie
20 pary. Vienu metu reikéty priziaréti ir i§ anksto paruosti ne vieng, o daugiau erkiy kultiry.

Typrophagus putrescentiae auginimas

Sios erkés laikomos stikliniame inde, pripildytame smulkiy alaus mieliy milteliy. Sis indas jdedamas j plastikinj
kibira, j kurj jpilta KNO, tirpalo, kad erkés nepabégty. Maistinés erkés padedamos ant $iy milteliy, po to atsargiai
mentele jmai§omos j miltelius (kuriuos reikia dukart per savaite keisti).

Kultiiros sinchronizavimas

Bandymui turéty biiti naudojami to paties amzZiaus egzemplioriai (pvz., pragjus 7 dienoms po to, kai erkés tampa
suaugusios). Auginant erkes 20 °C temperatiiroje, tai pasiekiama toliau aprasytu badu.

Perkelkite pateles i $vary auginimui skirtg inda ir jdékite pakankamai pasaro;
— palikite dviem arba trims dienoms, kad padéty kiausinélius, tada pateles i§imkite;

— bandymui imkite suaugusias pateles po 28—35 pary nuo pradzios, jdédami suaugusias pateles j Svarius auginimui
skirtus indus.

Suaugusias pateles lengva atskirti nuo patinéliy ir kity vystymosi etapy individy i§ to, kad jos yra didesnés ir
iSsipatusios, su rudu nugaros skydeliu (patinéliai yra plonesni ir plokscios formos), o nesubrende individai yra baltos
arba kreminés spalvos. Esant 20 °C temperatiirai, erkiy vystymasis mazdaug atitinka tolesniame paveiksle parodyta
modelj: kiausinélis — 5 d., lerva — 2 d., protonimfa — 5 d., deutonimfa — 7 d., patelés pasirengimo déti kiausinélius
periodas — 2 d. Po to erkés tampa suaugusios.

Paveikslas.

Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer vystymasis 20 °C temperatiiroje (,,ISémimas“ —iSimamos patelés, kurios bus
naudojamos bandymui)

28d 35d
o0 - Adult ¢ Removal ¢
.g\ % Eiotobwiobh Deutonymph
—_— —
e O
H ICPI —H—+— +—+tt+t+++t+t+++t+t+++++++t+t++t+—++++t+t+t++>
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Suauge bandomieji gyviinai i§imami i§ sinchronizuotos kultiros indo ir jleidZiami  bandymo indus praéjus 28-35
dienoms nuo tada, kai motininés patelés pradeda déti kiausinélius (t. y. po 7-14 pary nuo tada, kai erkés tampa
suaugusios). Taip uZtikrinama, kad bandomyjy gyviiny pasiruo$imo déti kiausinélius periodas buty jau pasibaiges ir
patelés biity susiporavusios su taip pat kultiros auginimo inde esanciais patinéliais. I$ laboratorijose auginamy
kultary stebéjimy Zinoma, kad jeigu yra patinéliy, patelés su jais susiporuoja iskart arba netrukus po to, kai tampa
suaugusios, (Ruf, Vaninnen, asmeniniy stebéjimy duomenys). Septyniy pary periodas pasirenkamas tam, kad bty
lengviau prisitaikyti prie laboratorijos darbo tvarkarai¢io ir individualaus erkiy vystymosi kintamumas bty
mazesnis. Prasidéjus kiausinéliy déjimo etapui, pateliy turéty bati mazy maziausiai tiek pat, kiek jy galiausiai reikés
bandymui (jeigu, pvz., bandymui reikia 400 pateliy, tai maziausiai 400 pateliy reikéty leisti déti kiausinélius dvi-tris
dienas. Sinchronizuotai populiacijai pradéti reikéty bent 1 200 kiausineliy (ly¢iy santykis apie 0,5, gaiStamumas apie
0,2). Kad nebiity kanibalizmo, geriau viename inde laikyti ne daugiau kaip 20-30 kiausinélius dedanciy pateliy.
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5 priedélis

Erkiy surinkimo metodai

Siekiant atskirti individus nuo dirvoZemio arba substrato, kuriame jie laikyti, mikroskopiniams nariuotakojams
tinkamas metodas yra surinkimas kaitinant (Zr. tolesng schemg). Sis metodas pagristas organizmy aktyvumu, todél
jmanoma suskaiiuoti tik judrius individus. Surinkimo kaitinant esmé yra laipsniskai sudaryti éminyje esantiems
organizmams vis maZziau pakenciamas salygas, kad jie isljsty i§ substrato ir sukristy j skystg fiksatoriy (pvz., etanolj).
Svarbiausi aspektai yra surinkimo procediiros trukmé ir tai, kad nuo organizmams palankiy iki pakenciamy ir,
véliau, nebepakenciamy sglygy bty pereita laipsniskai. Surinkti gyviinus po ekotoksikologiniy bandymy reikia kuo
greiCiau, nes jeigu per ta laika, kol jie renkami, jy populiacija bent kiek padidéty, baty gauti klaidingi bandymo
rezultatai. Kita vertus, temperatiiros ir drégmés salygos éminyje visada turi bati tokios, kad erkés galéty judéti.
Kaitinant dirvoZemio éminj, substratas i§dZitsta. Jei jis dZitista per greitai, kai kurios erkés taip pat gali sudziati,
nespéjusios i§ jo istrakti.

Todél sitiloma taikyti toliau nurodytg procediirg (24), (25).

Aparatira. Naudojamas Tulgreno piltuvas arba taikomi panass metodai, pvz., pagal McFadyen (kaitinama i3 virSaus,
éminys padedamas vir§ piltuvo).

Kaitinimo reZimas: 12 val. — 25 °C, 2 val. — 35 °C, 24 val. — 45 °C temperatara (i§ viso 48 val.). Temperatiirg reikéty
matuoti substrate.

Naudojamas skystas fiksatorius — 70 % etanolis.

Procediiros apra§ymas: paimkite bandymui naudota stiklinj indg. Nuimkite jo dangtelj ir angg uZdenkite tinkleliu
arba audinio atraiza. Audinyje esantys tarpeliai turéty bati 1,0-1,5 mm dydZio. Audinj pritvirtinkite prie indo
gumine juostele. Indg atsargiai apverskite ir jstatykite j aparata, skirta erkéms rinkti. Audinys sulaiko substratg, kad
Sis nebyreéty j skystg fiksatoriy, taciau erkés per jj gali islisti i§ éminio. Kaitinti pradékite tada, kai j aparatg jstatysite
visus indus. Erkiy rinkima baikite po 48 valandy. Paimkite indus su skystu fiksatoriumi ir suskai¢iuokite jame
esancias erkes per stereomikroskopa.

Bitina 1-2 kartus per metus jrodyti erkiy rinkimo pasirinktu metodu efektyvumg, tam naudojant indus, kuriuose
yra tam tikras Zinomas jaunikliy bei suaugusiy erkiy, laikomy bandymui naudojamame substrate be bandomosios
medziagos, skai¢ius. Bendras erkiy (jskaitant visy vystymosi pakopy individus) surinkimo efektyvumas turéty bati
2 90 %.

Tulgreno piltuvo tipo erkiy surinkimo prietaisas

Heat
source

Wine
mesh
barrier

Vial of
Ui _“alcohol
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6 priedélis

Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer risies identifikavimas

Poklasis, biirys, pobiiris Seima Gentis, pogentis, rasis
Acari | Parasitiformes | Gama- Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer
sida

Autorius ir F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 2007 m. sausio 23 d.
data

Naudojama li- | Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
teratiira: 2nd revised edition: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9, p. 400.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., p. 509.

Rasies identi- | I3ky3a (lot. tectum) suapvalintu dantytu krastu; hipostomos grioveliai su daugiau kaip 6 danteliais;
fikaciniai po- | uodegos dorsaliniai Z4 Sereliai nelabai ilgi; nugaros 3ereliai setiforminiai; genitalinis skydelis nor-
Zymiai: malus, ne per daug padidéjes ir nesiekia analinio skydelio; nugaros skydelio uzpakaliné dalis be
neporiniy Sereliy; ant Il ir IV kojy yra story makrosereliy; nugaros Z5 Serelis mazdaug du kartus
ilgesnis negu J5; cheliceros pamatinis narelis su 12-14 danteliais, o judantysis narelis su 2 dante-
liais; idiosomos ilgis 520-685 pm.

Hypoaspis miles rusies erkés taip pat naudojamos biologinei kontrolei ir gali bati supainiotos su
H. aculeifer. Pagrindinis skirtumas yra toks:

H. miles priklauso Cosmolaelaps pogenciui, jy nugaros Sereliai peilio formos, o H. aculeifer pri-
klauso Geolaelaps pogenciui, nugaros 3ereliai setiforminiai.

1l koja (patelés)

Originalils F. Faraji pieSiniai Hypoaspis aculeifer,

IV koja (patelés)
nugaros skydelis su biidingais Sereliais
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7 priedélis

Pagrindiné informacija apie Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer biologines savybes

Hypoaspis aculeifer priklauso Lealapidae Seimai, Acari (erkiy) biiriui, Arachnida klasei, Arthropoda tribai. Sios erkeés
gyvena visy rusiy dirvoZemyje ir maitinasi kitomis erkémis, nematodais, enchitréjais ir kolembolomis (26). Trikstant
maisto, jos yra linkusios | kanibalizmag (27). Plésriyjy erkiy kinas susideda i§ idiosomos ir gnatosomos. Prosomos
(galvos) ir opistosomos (pilvo) dalys idiosomoje néra aiskiai diferencijuotos. Gnatosomoje (galvos skydelyje) yra tokie
mitybos organai kaip ¢iuptuvéliai ir chelicera. Cheliceros yra triSakés, su jvairiy formy danteliais. Patinéliai cheliceras
naudoja ne tik rydami grobij, bet ir daugiausia perduodami spermatoforus pateléms. Nugaros skydelis dengia beveik
visg idiosomg. Didele pateliy idiosomos dalj uZima dauginimosi organai, kurie yra itin i§ryskéja prie§ pat dedant
kiausinélius. Pilvo puséje aptinkami du skydeliai — prieskriicio ir genitalinis. Visos kojos yra apaugusios Sereliais ir
dygliukais. Sie Sereliai atlieka atraming funkcijg erkéms judant dirvozemyje ar jo pavirsiuje. Pirmoji kojy pora
daugiausia atlieka Ciuptuvéliy funkcija. Antroji kojy pora naudojama ne tik judéjimui, bet ir grobiui sugriebti.
Ketvirtosios kojy poros dygliukai gali atlikti apsauging ir ,judéjimo atspirties“ funkcija (28). Patinéliai yra 0,55-
0,65 mm ilgio ir 10-15 pg svorio. Patelés yra 0,8-0,9 mm ilgio ir sveria 50-60 pg (8), (28) (1 pav.).

1 pav.

H. aculeifer patelé, patinélis, protonimfa ir lervos.

23 °C temperatiroje erkiy patelés lytiskai subresta per 16, patinéliai — per 18 pary (6). Patelés perima i3 patinéliy
spermatozoidus solenostomomis ir i§ ten jie patenka i kiausides. KiauSidése spermatozoidai subresta ir saugomi iki
apvaisinimo, kuris jvyksta tik kiausidése subrendus spermatozoidams. Apvaisintus arba neapvaisintus kiausinélius
patelés padeda grupémis arba atskirai, daugiausia i dirvoZemyje esancius plySius ar duobeles. I§ susiporavusiy pateliy
kiausinéliy gali iSsiristi abiejy ly¢iy jaunikliai, o i§ nesusiporavusiy pateliy kiausinéliy iSsirita tik patinéliai. Iki tampa
suaugusiais, individai pereina keturias vystymosi pakopas (kiausinélis — lerva, lerva — protonimfa, protonimfa —
deutonimfa, deutonimfa — suaugusi erke).

Kiausinéliai yra pieno baltumo spalvos, permatomi, elipsés formos ir mazdaug 0,37 mm ilgio, su kietu kevalu. Kaip
raSoma (8), lervos yra 0,42-0,45 mm dydzZio. Jos turi tik tris kojy poras. Galvos regione yra susiformave Ciuptuvéliai
ir cheliceros. Cheliceros su keliais smulkiais danteliais reikalingos tam, kad lervos galéty issiristi i§ kiausinéliy. Praéjus
1-2 dienoms po to, kai lervos issirita i§ kiausinéliy, po pirmojo nérimosi, susiformuoja protonimfos. Jos taip pat yra
baltos spalvos, 0,45-0,62 mm dydzZio (8), su keturiomis kojy poromis. Cheliceros yra su visais dantimis. Nuo Sios
stadijos erkés ima ieskoti pasaro. Jos praduria cheliceromis grobio kutikulg ir jSvirkscia sekreto, reikalingo iSoriniam
virskinimui, o tada susiurbia apvirSkintas maistines medziagas. Cheliceros taip pat gali bati naudojamos
stambesnéms daleléms nuo pasaro gabaléliy atskirti (28). Po dar vieno nérimosi susiformuoja deutonimfos. Jos yra
0,60-0,80 mm (8) dydzio, nuo geltonos iki $viesiai rudos spalvos. Nuo $io etapo jau galima atskirti pateles ir
patinélius. Po dar vieno nérimosi, per kurj gyviinai yra neaktyvis ir formuojasi rudasis skydelis, (mazdaug po 14
pary) erkés tampa suaugusios (28), (29), (30). Jy gyvenimo trukmé, esant 25 °C temperatiirai, yra nuo 48 iki 100
dieny (27).
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8 priedélis

Pagrindiniy veiksmy, reikalingy atliekant bandyma su Hypoaspis, santrauka ir tvarkarastis

Laikas (dienomis)
bandymo pradzia = 0

Veikla [ uzduotis

diena
-35d. Perkelkite pateles i§ pradinés kultairos j $varius indus, kad baty galima pradéti sinchroni-
iki -28 d. zacij
Po 2 pary isimkite pateles
du ar tris kartus per savaite jdékite pakankamai pasaro
-5d. (+- 2) Paruogkite dirbtinj dirvoZemj
-4 d. (+- 2) Nustatykite dirbtinio dirvozemio vandens jmirkj
Per naktj dZiovinkite
Kitg dieng pasverkite éminius ir apskaic¢iuokite vandens jmirkj
-4 d. (+- 2) I§ anksto sudrékinkite dirbtinj dirvoZemi, kad biity pasiektas 20-30 % vandens jmirkis
0d. Pradékite bandymg — j dirbtinj dirvoZemj jdékite bandomosios cheminés medziagos

[ kiekvieng kartotinj bandinj jdékite 10 pateliy
Pasverkite kiekvieng kartotinj bandinj

Paruoskite abiotinius kontrolinius bandinius drégniui ir pH matuoti, taip pat po du kiek-
vienos koncentracijos bandomosios grupés kartotinius bandinius

Drégniui matuoti skirtus kontrolinius bandinius per naktj dziovinkite
Kitg dieng pasverkite drégniui matuoti skirtus kontrolinius bandinius

Kitg dieng i$matuokite i§dZiovinty abiotiniy kontroliniy bandiniy pH

(mazdaug) 3, 6, 9, 12 d.

| kiekvieng kartotinj bandinj jdékite pakankama pasarui skirty organizmy kiekj

Pasverkite kiekvieng kartotinj bandinj ir galiausiai papildykite i$garavusj vandenj

14 d.

Nutraukite bandymg, pasiruoskite surinkti erkes i§ visy kartotiniy bandiniy, taip pat er-
kiy surinkimo efektyvumo kontrolei

Drégnio kontrolinius bandinius per naktj dZiovinkite
Kitg dieng pasverkite drégnio kontrolinius bandinius

Kitg dieng i$matuokite isdziovinty kontroliniy bandiniy pH

16 d.

Baikite rinkti erkes

16+ d.

Uzrasykite surinkty suaugusiy ir jaunikliy erkiy skaiciy
Surasykite rezultatus j standartinés formos lenteles

Aprasykite bandymo procediirg bandymo protokolo lakstuose




L 54/202 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1

C.37. 21 DIENOS TRUKMES ZUVU TYRIMAS. TRUMPALAIKIS ESTROGENINIO BEI ANDROGENINIO
VEIKIMO IR AROMATAZES SLOPINIMO ATRANKOS TYRIMAS

JVADAS

1. Sis bandymo metodas atitinka EBPO bandymy gaires (TG) Nr. 230 (2009). Poreikis parengti ir patvirtinti Zuvy
tyrimo, kuriuo galima nustatyti tam tikras endokrining sistemg veikiancias chemines medZziagas, metodika
atsirado susiriipinus, kad aplinkos uZter§tumas cheminémis medZiagomis gali kelti neigiama poveikj ir
zmoneéms, ir laukinei gyvinijai, nes $ios cheminés medZiagos saveikauja su endokrinine sistema. 1998 m.
EBPO iniciatyva pradétas didelés svarbos darbas — perzitiréti esamas gaires ir parengti naujas endokrining
sistemg galbut ardanciy medZiagy atrankos ir bandymy gaires. Viena i§ Sio darbo daliy — parengti Zuvy
endokrining sistemg veikian¢iy cheminiy medZiagy atrankos bandymy gaires. Igyvendinta 21 dienos trukmeés
poveikio Zuvy endokrininei sistemai atrankos tyrimo patikimumo vertinimo programa - ja sudaré su
parinktomis cheminémis medziagomis atlikti tarplaboratoriniai tyrimai, kuriais siekta jrodyti tyrimo aktualuma
ir patikimuma nustatant estrogeninj poveiki turincias ir aromataz¢ slopinancias chemines medziagas (1, 2, 3, 4,
5) trijy tirlamy rtsiy Zuvy (juodosios driitagalvés rainés, japoninés medakos ir zebrinés danijos) organizmuose;
nustatyti androgeninj veikimg galima juodosios driitagalvés rainés ir medakos, bet ne zebrinés danijos
organizme. Siuo bandymo metodu negalima nustatyti antiandrogeninj poveikj turinéiy cheminiy medziagy.
paskirty eksperty grupé (6). Tyrimas néra skirtas konkretiems hormony veiklos sutrikimo mechanizmams
nustatyti, nes tiriamieji gyvanai turi sveika pagumburio, hipofizés ir lytiniy liauky (PHL) asj, kuri gali reaguoti i
PHL a$j jvairiais lygmenimis veikiancias chemines medziagas. Atliekant trumpalaikj Zuvy gebéjimo daugintis
tyrimg (EBPO TG Nr. 229), vertinamas juodosios dratagalvés rainés vaisingumas ir prireikus lytiniy liauky
histopatologija, taip pat visos i §j bandymo metoda jtrauktos vertinamosios baigtys. EBPO TG Nr. 229 suteikia
galimybe nustatyti chemines medZiagas, veikiancias dauginimgsi per jvairius, jskaitant endokrininius,
mechanizmus. [ $iuos skirtumus reikéty atkreipti démesi, kad bty pasirinktas tinkamiausias bandymo
metodas.

2. Siame bandymo metode apraomas in vivo atrankos tyrimas, per kurj lytiskai subrendes Zuvies patinas ir
nerSianti patelé tam tikrg jy gyvenimo ciklo dalj (21 dieng) laikomi kartu ir veikiami tam tikra chemine
medziaga. Pasibaigus 21 dienos veikimo chemine medziaga laikotarpiui, atsizvelgiant j naudotg Zuvy rasj, kaip
tiriamosios cheminés medZiagos estrogeninio veikimo, aromatazés slopinimo ar androgeninio veikimo rodikliai
vertinamos viena arba dvi patiny ir pateliy biologiniy Zymeny vertinamosios baigtys; $ios vertinamosios
baigtys yra vitelogeninas ir antriniai lytiniai poZymiai. Vitelogeninas matuojamas juodosios driitagalvés rainés,
japoninés medakos ir zebrinés danijos, o antriniai lytiniai poZymiai — tik juodosios driitagalvés rainés ir
japoninés medakos organizme.

3. Sis biologinis tyrimas yra tam tikry endokrininio pobiidZio veikimo mechanizmy in vivo atrankos tyrimas ir jo
taikymag reikéty vertinti atsiZvelgiant j konceptualiy EBPO parengta endokrining sistemg ardanciy cheminiy
medziagy bandymo ir vertinimo sistemg (28).

PIRMINIAI ASPEKTAI IR APRIBOJIMAI

4. Vitelogeninas, kaip atsakas j cirkuliuojantj endogeninj estrogeng, paprastai gaminamas kiausinius dedanciy
stuburiniy gyviiny pateliy kepenyse. Tai yra kiausinio trynio baltymy pirmtakas, kuris, pasigamines kepenyse,
per kraujotakg patenka j kiausides, o ten yra panaudojamas ir modifikuojamas besivystanciy kiauinéliy.
Nesubrendusiy Zuvy pateliy ir pating plazmoje vitelogenino beveik nejmanoma aptikti, nes jy organizme
nepakanka cirkuliuojan¢io estrogeno, taciau kepenys gali sintezuoti ir i$skirti vitelogening reaguodamos i
egzogeninio estrogeno poveiki.

5.  Matuojant vitelogenino kiekj, galima nustatyti jvairias chemines medzZiagas, turinfias jvairaus pobadzio
estrogeninj poveikj. Estrogenines chemines medziagas galima aptikti matuojant vitelogenino indukcija Zuvies
patino organizme — tai i§samiai apraSyta eksperty jvertintoje literatiiroje (pvz. (7)). Taip pat nustatyta, kad
vitelogenino indukcija sukelia aromatizuojamy androgeny poveikis (8, 9). SumaZzéjus pateliy organizme
cirkuliuojan¢iam estrogeny kiekiui, pavyzdziui, dél aromatazés — fermento, kuris endogeninj androgena
paver¢ia natiiraliu estrogenu (17f-estradioliu), slopinimo, sumazéja vitelogenino, naudojamo cheminéms
medziagoms, turin¢ioms aromatazés slopinimo savybiy, aptikti, kiekis (10, 11). Biologiné vitelogenino atsako i
estrogeny ar aromatazés slopinimg svarba yra gerai Zinoma ir placiai pagrista dokumentais. Taciau VTG
gamybai pateliy organizme jtakos taip pat gali turéti bendrasis toksiskumas ir medziagy, kurioms badingas ne
endokrininis toksiskumas (pvz., toksinis poveikis kepenims), poveikis.
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6. Iprastam naudojimui yra sékmingai sukurti ir standartizuoti keli matavimo metodai. Tokie yra konkrecioms
gyviny ridims skirti imunofermentinés analizés (IFA, angl. ELISA) metodai, kuriais imunocheminiu biidu
nustatomas mazuose i atskiry zuvy paimtuose kraujo ar kepeny méginiuose pagamintas vitelogenino kiekis
(12, 13, 14, 15, 16, 17, 18). VTG kiekiui i$matuoti imami juodosios driitagalvés rainés kraujo, zebrinés danijos
kraujo arba galvos ir (arba) uodegos homogenato ir medakos kepeny méginiai. Medakos kraujyje ir kepenyse
nustatomi pana$is VTG kiekiai (19). 6 priedélyje pateiktos rekomenduojamos méginiy émimo vitelogenino
analizei atlikti procediiros. Vitelogenino matavimo priemoniy rinkiniai yra placiai prieinami; tokie priemoniy
rinkiniai turéty bati sudaromi remiantis patvirtintu konkre¢ioms gyviiny rasims skirtu IFA metodu.

7. Tam tikry rG8iy Zuvy patiny antriniai lytiniai poZymiai yra iSoriskai matomi, kiekybiskai jvertinami ir reaguoja
i cirkuliuojancius endogeniniy androgeny kiekius; tai taikytina juodajai dratagalvei rainei ir medakai, bet ne
zebrinei danijai, kuri neturi kiekybiskai jvertinamy antriniy lytiniy poZymiy. Patelés islaiko gebéjima ivystyti
vyriskuosius antrinius lytinius poZymius, kai yra paveikiamos androgeninémis cheminémis medZiagomis
vandenyje. Tokiai juodosios driitagalvés rainés (20) ir medakos (21) organizmo reakcijai dokumentais pagristi
mokslinéje literatiiroje pateikiami keli tyrimai. Patiny antriniy lytiniy poZymiy sumaZzéjimg dél mazos
statistinés galios reikéty vertinti atsargiai, be to, jis turéty bati pagristas eksperty vertinimais ir jtikinamais
jrodymais. Kadangi zebriné danija neturi kiekybiskai jvertinamy antriniy lytiniy poZymiy, kurie reaguoty i
androgeninj poveikj turin¢ias chemines medziagas, jos naudojimas $iame tyrime yra ribotas.

8. Kalbant apie juodajg driitagalve raing, pagrindinis egzogeninio androgeno poveikio rodiklis yra poravimosi
gumburéliy skaiCius priekinéje patelés galvos dalyje. Kalbant apie medaky, pagrindinis egzogeninio
androgeniniy cheminiy medziagy poveikio patelei Zymuo yra speneliniy ataugy skaicius. 5A ir 5B priedéliuose
nurodytos rekomenduojamos procediiros, skirtos atitinkamai juodosios driitagalvés rainés ir medakos lyties
poZymiams jvertinti.

9.  Siame bandymo metode vartojamos apibréztys pateiktos 1 priedélyje.

BANDYMO METODO ESME

10. Atliekant tyrimg, chemine medZiaga veikiami kartu j bandymo indus jleisti reprodukcinio amziaus Zuvy patinai
ir patelés. Tyrime naudojamos suaugusios reprodukcinio amziaus zuvys, todél jas galima aiskiai atskirti pagal
lyti, taigi ir atlikti su lytimi susijusig kiekvienos vertinamosios baigties analiz¢, be to, taip uZztikrinamas jy
jautrumas egzogeninéms cheminéms medziagoms. Baigus bandyma, lytis patvirtinama makroskopiniu lytiniy
liauky tyrimu atvérus pilvo ertme Zzirklémis. Atitinkamy biologinio tyrimo salygy apzvalga pateikta
2 priedélyje. Tyrimas paprastai pradedamas atrenkant Zuvis i§ nerSianciy Zuvy populiacijos; tyrime neturéty
bati naudojami senstantys gyvinai. Rekomendacijos dél Zuvy amziaus ir reprodukcinés biiklés pateiktos
skirsnyje ,Zuvy atranka“. Tyrimas atliekamas naudojant tris cheminés medziagos bandomasias koncentracijas,
taip pat vandens kontroling grupe ir prireikus tirpiklio kontroling grupe. Tiriant medakg ir zebring danijg,
kiekvienoje doze veikiamoje grupéje naudojama po du indus arba kartotinius bandinius (kiekviename inde yra
po penkis patinus ir penkias pateles), o tiriant juodajg driitagalve raing — po keturis indus arba kartotinius
bandinius (kiekviename inde yra po du patinus ir keturias pateles). Taip atsiZvelgiama | teritorinj juodosios
driitagalvés rainés patino elgesi, taciau iSlaikoma pakankama statistiné tyrimo galia. Bandomaja medziaga zuvys
veikiamos 21 dieng, o méginiai i§ Zuvy taip pat paimami 21-3 veikimo diena.

11. 21-3 dieng po méginiy paémimo visi gyviinai humanigkai numarinami. Ivertinami juodosios driitagalvés rainés
ir medakos antriniai lytiniai poZymiai (zr. 5A ir 5B priedélius); i§ zebrinés danijos ir juodosios dratagalvés
rainés vitelogenino kiekiui nustatyti paimami kraujo méginiai, kaip alternatyva vitelogenino kiekiui nustatyti
galima paimti zebriniy danijy galva ir (arba) uodega (6 priedélis); i§ medakos VTG analizei atlikti paimamos
kepenys (6 priedélis).

BANDYMO PRIIMTINUMO KRITERIJAI

12. Kad bandymo rezultatai biity priimtini, turi biti jvykdytos $ios salygos:

— gaiStamumas kontroliniame inde su vandeniu (arba tirpikliu) veikimo laikotarpio pabaigoje neturéty virsyti
10 %;

— i8tirpusio deguonies koncentracija per visa veikimo laikotarpj turéty sudaryti bent 60 % oro soties vertés

(OSV);
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— bet kuriuo veikimo laikotarpio momentu bandymo indy vandens temperatiira neturéty skirtis daugiau kaip
+ 1,5 °C ir turéty biiti palaikoma 2 °C intervale bandomajai risiai nurodytame diapazone (2 priedélis);

— turi bati jrodymy, kad bandomosios cheminés medziagos koncentracijos tirpale buvo tinkamai islaikytos
iSmatuoty vidutiniy ver¢iy + 20 % intervalo ribose.

METODO APRASYMAS
Prietaisas

13. Jprasta laboratoriné jranga ir $i speciali jranga:
a) deguonies ir pH matuokliai;
b) jranga vandens kietumui ir Sarmingumui nustatyti;
c) atitinkama aparatiira temperatiirai kontroliuoti, geriau nuolatinés kontrolés aparatiira;

d) 1§ chemiskai inertiskos medziagos pagaminti rekomenduojama jkrova bei gyviiny laikymo tankj atitinkan-
Cios talpos rezervuarai (Zr. 2 priedéli);

e) nerSto substratas juodajai driitagalvei rainei ir zebrinei danijai — 4 priedélyje pateikiama reikalinga i§sami
informacija;

f) reikiamo tikslumo svarstyklés (t. y. + 0,5 % tikslumo).

Vanduo

14. Galima naudoti bet kokj vandenj, kuriame bandomoji rasis gali ilgai gyventi ir augti. Jo kokybé turéty islikti
pastovi visg bandymo laikg. Vandens pH verté turi buti 6,5-8,5, taciau, atlieckant konkrety bandymg, pH verté
neturi kisti daugiau kaip £0,5 pH vieneto. Siekiant uZtikrinti, kad skiedimo vanduo netinkamai nepaveikty
bandymo rezultaty (pvz., sudarydamas kompleksus su bandomgja chemine medziaga), tam tikrais intervalais
turéty biiti imami méginiai analizei atlikti. Sunkiyjy metaly jony (pvz., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd ir Ni), pagrindiniy
anijony ir katijony (pvz., Ca?*, Mg, Na*, K, Cl- ir SO4%), pesticidy (pvz., fosforo organiniy ir chloro organiniy
pesticidy bendro kiekio), bendrosios organinés anglies ir suspenduoty kietyjy daleliy analizé turi bati atliekama,
pavyzdziui, kas tris ménesius, jeigu zinoma, kad skiedimo vandens kokybé yra gana pastovi. Jeigu biity jrodyta,
kad vandens kokybé islicka pastovi bent metus, analizé gali bati atlickama ne taip daznai, o intervalai —
padidinti (pvz., kas SeSis ménesius). Kai kurios skiedimui tinkamo vandens cheminés savybés pateiktos
3 priedélyje.

Bandymo tirpalai

15. Pasirinkty koncentracijy bandymo tirpalai paruoSiami skiedziant pradinj tirpalg. Pradinj tirpalg geriau ruosti
tiesiog maiSant ar plakant bandomgja cheming medZiaga skiedimo vandenyje mechaninémis priemonémis
(pvz., maiSykle ar ultragarsu). Pakankamai koncentruotam pradiniam tirpalui ruosti galima naudoti prisotinimo
kolonéles (tirpumo kolonéles). Nerekomenduojama naudoti tirpaus nesiklio. Taciau, jeigu tirpiklis bitinas,
kontrolinj bandyma su tirpikliu reikia atlikti tuo paciu metu ir naudojant tg pacia, kaip ir bandymuose su
chemine medziaga, tirpiklio koncentracijg. Jeigu bandomosios cheminés medziagos sunkiai tirpsta, tirpiklis gali
biti geriausias sprendimas; reikéty susipazinti su EBPO sunkiai naudojamy medZiagy ir misiniy toksiskumo
vandens organizmams bandymy rekomendaciniu dokumentu (22). Tirpiklis bus pasirinktas pagal cheminés
medziagos chemines savybes. EBPO rekomendaciniame dokumente 100 pl/l yra rekomenduojama didziausia
tirpiklio koncentracija ir jos turéty bati laikomasi. Taciau neseniai atliktoje perzifiroje (23) atkreiptas démesys §
papildomas problemas, kylancias naudojant tirpiklius poveikiui endokrininei sistemai tirti. Todél rekomen-
duojama prireikus kuo labiau mazinti tirpiklio koncentracijg visais techniskai jmanomais atvejais (atsizvelgiant |
bandomosios cheminés medziagos fizines ir chemines savybes).

16. Bus naudojama pratekamojo srauto bandymo sistema. Naudojant tokig sistema (pvz., dozavimo siurblj,
proporcinj skiestuvg, prisotinimo sistema), pradinis bandomosios cheminés medziagos tirpalas nenutriikstamai
dozuojamas ir skiedZiamas, kad bandymo akvariumuose baty uZtikrintos atitinkamos koncentracijos. Pradiniy
tirpaly ir skiedimo vandens srautai turi biiti kartais, geriau kasdien, tikrinami ir per visg bandyma neturéty kisti
daugiau kaip 10 %. Reikéty vengti naudoti nekokybiskus plastmasinius vamzdelius ar kitas medziagas, kuriy
sudétyje gali bati biologiskai aktyviy cheminiy medZiagy. Renkantis pratekamojo srauto bandymo sistemai
tinkamg medziaga, reikéty atsizvelgti | galima bandomosios cheminés medziagos jgertj i $ia medZiagg.
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Zuvy laikymas

17. Pasirenkamos vienos laboratorinés populiacijos ir geriau tos pacios riSies Zuvys, kurios, kad aklimatizuotysi,
bent dvi savaites prie§ bandyma buvo laikomos tokios kokybés vandenyje ir tokiomis ap$vietimo salygomis,
kurios panasios j bandymo salygas. Svarbu, kad ijkrova ir gyviiny laikymo tankis (apibréztis galima rasti
1 priedélyje) baty tinkami naudojamai bandomajai rasiai (zr. 2 priedélj).

18. Po 48 valandy stabilizacijos periodo, registruojamas gaiStamumas ir taikomi tokie kriterijai:
— populiacijos gaiStamumas per septynias paras yra didesnis kaip 10 %: visa partija atmetama;

— populiacijos gaiStamumas yra 5-10 %: aklimatizacija papildomas septynias paras; jeigu per kitas septynias
paras gaiStamumas yra didesnis kaip 5 %, visa partija atmetama;

— populiacijos gai§tamumas per septynias paras yra maZesnis kaip 5 %: partija priimama.

19. Aklimatizacijos, paruosiamuoju arba veikimo chemine medziaga laikotarpiu Zuvys neturéty bati gydomos nuo

ligy.

Paruosiamasis laikotarpis ir Zuvy atranka

20. Rekomenduojama paruosiamojo laikotarpio trukmé — viena savaité, $iuo metu gyvinai patalpinami j indus,
panasius | tuos, kurie bus naudojami atliekant bandyma. Visa laikymo laikotarpj ir veikimo chemine medziaga
etape Zuvys turéty biati Seriamos iki soties. Veikimo chemine medziaga etapas pradedamas i§ laboratorijos
turimy poravimuisi subrendusiy gyviiny atsargy atrenkant lytiskai dimorfiskas (pvz., turincias aiSkius antrinius
lytinius pozymius, kurie juodosios dritagalvés rainés ir medakos atveju yra matomi) ir aktyviai nersiancias
suaugusias zuvis. Toliau pateikti kriterijai yra tik rekomendacinio pobadzio (jie negali biti svarstomi atskirai
nuo stebimos konkrecios Zuvy partijos tikrosios reprodukcinés biiklés): juodosios driitagalvés rainés turéty biti
mazdaug 20 (+2) savaiCiy amziaus, darant prielaidg, kad visg savo gyvavimo laikotarpj jos buvo auginamos 25
+2 °C temperatiiroje. Japoninés medakos turéty buti mazdaug 16 (+2) savai¢iy amziaus, darant prielaida, kad
visa savo gyvavimo laikotarpj jos buvo auginamos 25+2 °C temperatiiroje. Zebrinés danijos turéty buti
mazdaug 16 (+2) savaiCiy amziaus, darant prielaida, kad visg savo gyvavimo laikotarpj jos buvo auginamos 26
+2 °C temperatiiroje.

BANDYMO PLANAS

21. Naudojamos trys bandomosios cheminés medziagos koncentracijos, taip pat atlickama viena (vandens) kontrolé
ir prireikus viena tirpiklio kontrolé. Duomenys gali biiti analizuojami, kad biity nustatyti statistiskai reik§mingi
veikimo chemine medziaga ir kontrolés atsako skirtumai. Atlikus $ias analizes, galima susidaryti jspiidj apie tai,
ar reikia atlikti papildomg ilgesnés trukmeés bandyma siekiant nustatyti nepageidaujamg cheminés medziagos
poveikj (konkreciai: iSgyvenimui, vystymuisi, augimui ir dauginimuisi), o ne naudoti $iuos duomenis rizikos
vertinime (24).

22. 21-3 bandymo dieng i§ zebrinés danijos ir medakos patiny ir pateliy, priklausanciy kiekvienai doze veikiamai
grupei (po penkis patinus ir penkias pateles abiejuose kartotinio bandymo induose) ir kontrolinei (-éms) grupei
(-éms), paimami méginiai vitelogenino kiekiui ir, jeigu taikytina, antriniams lytiniams poZymiams nustatyti. 21-
g veikimo diena i3 juodosios driitagalvés rainés patiny ir pateliy, priklausanciy kiekvienai doze veikiamai grupei
(po du patinus ir keturias pateles kiekviename i keturiy kartotinio bandymo indy) ir kontrolinei (-¢ms) grupei
(-éms), paimami méginiai vitelogenino kiekiui ir antriniams lytiniams poZymiams nustatyti.

Bandomyjy koncentracijy parinkimas

23. Siame bandyme did#iausia bandomoji koncentracija turéty atitikti didZiausia toleruojama koncentracija (DTK),
nustatytg per anksciau atliktg riby paieskos bandymg ar pagal kitus toksiskumo duomenis, bati prilyginta
10 mg/l arba bati nustatyta remiantis didZiausiu tirpumu vandenyje, atsizvelgiant i tai, kuri i§ jy yra maziausia.
DTK apibréziama kaip didZiausia bandomoji cheminés medziagos koncentracija, kurios sukeliamas zuvy
gaiStamumas yra mazesnis nei 10 %. Taikant tokj metods, daroma prielaida, kad yra empiriniai Gmaus ar
kitokio toksiskumo duomenys, pagal kuriuos galima apskaiciuoti DTK. DTK gali bati sunku tiksliai nustatyti,
todél paprastai specialistams $iuo klausimu reikia pasitarti.

24. Reikalingos trys bandomosios koncentracijos, kuriy verté skiriasi pastoviu koeficientu, nevirsijan¢iu 10, ir viena
praskiesto vandens kontrolé (o prireikus ir tirpiklio kontrolé). Rekomenduojama pasirinkti atskyrimo
koeficientg nuo 3,2 iki 10.
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PROCEDURA
Bandomyjy Zuvy atranka ir svérimas

25. Svarbu, kad Zuvy svorio skirtumas tyrimo pradzioje buty kuo maZzesnis. [vairioms gyviiny rasims tinkamos
dydziy ribos, kuriomis rekomenduojama vadovautis atrenkant $iy rasiy gyvanus, pateiktos 2 priedélyje. Visoje
bandyme naudojamoje Zuvy partijoje patiny ir pateliy individualus svoris bandymo pradzioje, jeigu galima,
neturéty patekti uZ aritmetinio tos pacios lyties svorio vidurkio #20 % intervalo riby. Vidutiniam svoriui
nustatyti rekomenduojama prie§ bandyma pasverti Zuvy poéminio dalj.

Veikimo salygos
Trukmé

26. Bandymo trukmé po paruosiamojo laikotarpio — 21 diena. Rekomenduojama paruosiamojo laikotarpio trukmé
— viena savaite.

Sérimas

27. Zuvys turéty biiti Seriamos tinkamu pagaru iki soties (2 priedélis) ir pakankamai daznai gerai fizinei biiklei
palaikyti. Reikéty stengtis i§vengti mikroby dauginimosi ir vandens drumstumo. Sie nurodymai yra rekomen-
dacinio pobtidzio: paros davinys gali bati padalytas i dvi ar tris lygias dalis, kurios baty duodamos kelis kartus
per parg, darant bent trijy valandy pertraukas tarp $érimy. Galimas vienas didesnis davinys — ypa¢ savaitgaliais.
Zuvys neturéty bati Seriamos 12 valandy iki méginiy émimo ar nekropsijos.

28. Reikéty patikrinti, ar Zuvy pasare néra terSaly, pvz., chloro organiniy pesticidy, policikliniy aromatiniy anglia-
vandeniliy (PAA) ar polichlorintyjy bifenily (PCB). Reikéty vengti pasaro, kuriame yra padidintas fitoestrogeny
kiekis, nes taip baty paveiktas tyrimo atsakas | Zinoma estrogeny agonistg (pvz., 17-beta estradiolj).

29. Nesuéstas pasaras ir iSmatos i§ bandymo indy turéty biti paSalinami bent du kartus per savaitg, pvz.,
kruopsciai i$valant kiekvieno rezervuaro dugna sifonu.

Sviesa ir temperatiira

30. Apsvietimo laikotarpis ir vandens temperatiira turéty bati tinkami bandomyjy gyviny riiai (Zr. 2 priedélj).

Analitiniy tyrimy ir matavimy daZnis

31. Pries pradedant veikimo chemine medziaga etapg, reikéty jsitikinti, kad cheminés medziagos padavimo sistema
veikia tinkamai. Turéty bati nustatyti visi reikalingi analizés metodai, taip pat reikéty pakankamai Zinoti apie
cheminés medziagos stabilumg bandymo sistemoje. Atliekant bandyma, bandomosios cheminés medZiagos
koncentracijy vertés reguliariais intervalais nustatomos taip: skiesty ir toksiska chemine medZziaga paveikty
pradiniy tirpaly srauty greitis turéty biti tikrinamas geriau kasdien, bet ne maziau kaip du kartus per savaite, ir
visg bandymo laika neturéty kisti daugiau kaip 10 %. Rekomenduojama faktines bandomosios cheminés
medziagos koncentracijas visuose induose matuoti bandymo pradzioje ir véliau kas savaite.

32. Rekomenduojama rezultatus pagristi i§matuotomis koncentracijos vertémis. Taciau, jeigu visa bandymo laikg
bandomosios cheminés medziagos koncentracijos tirpale buvo tinkamai islaikytos nominaliosios koncentracijos
vertés £20 % intervalo ribose, rezultatai gali biiti grindZiami nominaliosiomis arba i$matuotomis vertémis.

33. Meéginius gali tekti filtruoti (pvz., pro 0,45 pm akytumo filtra) arba centrifuguoti. Jeigu reikalingas centrifu-
gavimas, tai ir yra rekomenduojama procedira. Taciau, jeigu filtras neabsorbuoja bandomosios medziagos, biity
priimtinas ir filtravimas.
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34. Atliekant bandymg, visuose bandymo induose bent karta per savaite turéty biiti matuojami istirpes deguonis,
temperatiira ir pH. Bendrasis kietumas ir $armingumas kontroliniuose induose ir viename inde su didZiausia
cheminés medziagos koncentracija turéty bati matuojami bent kartg per savaite. Temperatiirg bent viename
bandymo inde geriau kontroliuoti nuolatos.

Pastabos

35. Tyrimo laikotarpiu arba jam pasibaigus jvertinamos tam tikros bendrosios (pvz., i§gyvenimo) ir pagrindinés
biologinés reakcijos (pvz., vitelogenino kiekis). Siy vertinamyjy baig¢iy ir jy naudingumo matavimas ir
vertinimas aprasyti toliau.

Isgyvenimas

36. Bandymo laikotarpiu Zuvys turéty bati tiriamos kasdien, gaiStamumas turéty biiti registruojamas, o nugaisusios
zuvys kuo greiiau paalinamos. Nei kontroliniuose, nei chemine medziaga veikiamuose induose nugaiSusios
zuvys neturéty biti pakei¢iamos naujomis. Per bandymg nugaiusiy Zuvy lytis turéty bati nustatyta atliekant
makroskopinj lytiniy liauky patikrinimg.

Elgesys ir i$vaizda

37. Reikéty atkreipti démesj i bet kokias elgesio anomalijas (palyginti su kontroliniy grupiy gyvinais); tai gali bati
bendro apsinuodijimo poZymiai, jskaitant hiperventiliacija, nekoordinuotg plaukima, pusiausvyros praradimg ir
netipiskg nejudamumg ar mitybg. Taip pat reikéty atkreipti démesj | papildomas iSorines anomalijas (pvz.,
kraujavima, spalvos pakeitimg). Tokie apsinuodijimo poZymiai turéty bati atidZiai apsvarstyti atliekant
duomeny vertinimg, nes gali rodyti, kad, esant tokioms koncentracijoms, poveikio endokrininei sistemai
biologiniai Zymenys néra patikimi. I§ tokiy elgesio stebésenos rezultaty taip pat galima pasisemti naudingos
kokybinés informacijos, kuria remiantis bus nustatomi galimi bandymy su Zuvimis reikalavimai ateityje.
Pavyzdziui, stebint juodgsias dratagalves raines, pastebéta, kad, paveiktiems androgeny normaliems patinams
arba patino pozymiy jgijusioms pateléms pasireiskia teritoriné agresija; stebint zebrines danijas, nustatyta, kad
dél estrogeninio arba antiandrogeninio poveikio sumazéja joms biidingo su pirmais saulés spinduliais praside-
dancio poravimosi ir nerto aktyvumas.

38. Kai kurie i§vaizdos aspektai (visy pirma, spalva), perkeliant Zuvis i§ vienos aplinkos j kitg, gali greitai keistis,
todél kokybines pastabas svarbu uzfiksuoti prie§ pasalinant gyviinus i§ bandymo sistemos. Ligsioliné juodyjy
driitagalviy rainiy stebésenos patirtis rodo, kad kai kurios endokrining sistema veikian¢ios cheminés medziagos
i§ pradziy gali sukelti $iy iSorés savybiy pokycius: kiino spalvos (pasvies¢jimas arba patamséjimas), spalvos
tolygumo (vertikaliy dryziy buvimas) ir kino formos (galvos ir kratinés srityje). Todél Zuvy fizing i§vaizda
reikia stebéti viso bandymo metu ir jo pabaigoje.

Humaniskas Zuvy numarinimas

39. 21- dieng, t. y. pasibaigus veikimo chemine medziaga laikotarpiui, Zuvis reikia numarinti atitinkamu kiekiu
100-500 mg/l koncentracijos trikaino (trikaino metansulfonatas, Metacain, MS-222 (CAS 886-86-2),
buferizuoto 300 mg/l NaHCO3 (natrio bikarbonatas, CAS 144-55-8), skirto gleivinés dirginimui sumazinti;
paskui, kaip paaiskinta skirsnyje ,Vitelogeninas“, vitelogenino kiekiui nustatyti imami kraujo ar audiniy
méginiai.

Antriniy lytiniy poZymiy stebésena

40. Kai kurios endokrining sistemg veikiancios cheminés medziagos gali sukelti specializuoty antriniy lytiniy
poZymiy (juodosios driitagalvés rainés patino poravimosi gumburéliy, medakos patino speneliniy ataugy
skai¢iaus) pokyc¢ius. Visy pirma, veikiant tam tikrus veikimo mechanizmus turindioms cheminéms
medziagoms, prie§ingos lyties gyvinams gali pasireik$ti anomaliis antriniai lytiniai poZymiai; pvz., dél
androgeny receptoriy agonisty, kaip antai trenbolono, metiltestosterono ir dihidrotestosterono, poveikio
juodosios driitagalvés rainés pateléms gali iSsivystyti aiSkiai iSreiksti poravimosi gumburéliai, o medakos
pateléms — spenelinés ataugos (11, 20, 21). Taip pat pranesta, kad estrogeny receptoriy agonistai gali sumazinti
suaugusiy pating poravimosi gumburéliy skaiCiy ir sprando pagalvélés dydj (25, 26). Atliekant tokius
bendruosius morfologinius stebéjimus, galima gauti naudingos kokybinés ir kiekybinés informacijos, kuria bty
galima remtis ateityje nustatant galimus Zuvy tyrimo reikalavimus. Juodosios dratagalvés rainés poravimosi
gumburéliy ir medakos speneliniy ataugy skaiciy ir dydj galima nustatyti tiesiogiai, atlickant bandyma, arba —
ne taip tiksliai — i§ i§saugoty pavyzdziy. Rekomenduojamos juodosios driitagalvés rainés ir medakos antriniy
lytiniy poZzymiy vertinimo procediiros pateiktos atitinkamai 5A ir 5B priedéliuose.
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Vitelogeninas (VIG)

41. Kraujas paimamas i§ uodegos arterijos ar venos, naudojant heparinizuotg kapiliarinj mikrohematokrito
vamzdelj, arba $virkstu atliekant Sirdies punkcija. Atsizvelgiant | Zuvies dydj, i§ kiekvienos juodosios driitagalvés
rainés paprastai paimama po 5-60 pl, o i§ kiekvienos zebrinés danijos — po 5-15 pl kraujo. Plazma nuo kraujo
atskiriama centrifuguojant ir iki vitelogenino nustatymo analizés kartu su proteazés inhibitoriais laikoma — 80 °
C temperattiroje. Taip pat, kaip audiniy $altinis vitelogenino kiekiui nustatyti, medakos atveju bus naudojamos
kepenys, o zebrinés danijos atveju gali buti naudojamas galvos ir (arba) uodegos homogenatas (6 priedélis),
VTG matavimas turéty bati atliekamas taikant patvirtinta homologinj ELISA metodg, naudojant homologinius
VTG standartus ir homologinius antikiinus. Rekomenduojama taikyti metoda, kuriuo VTG kieki plazmoje
galima nustatyti ng/ml lygmeniu (arba audiniuose ng/mg lygmeniu) — tai yra foninis lygmuo cheminiy
medziagy poveikio nepatyrusio Zuvies patino organizme.

42. Vitelogenino analizés kokybés kontrolé bus atlickama naudojant standartinius cheminiy medziagy rinkinius,
atliekant tu$¢iuosius bandymus ir analiz¢ atliekant bent dukart. Kiekvienam ELISA metodui reikéty atlikti
matricos efekto (méginio skiedimo efekto) tyrimg maziausiam méginio skiedimo koeficientui nustatyti.
Kiekvienoje VTG tyrimams naudojamoje IFA ploksteléje turéty buti Sie kokybés kontrolés méginiai: bent $esi
kalibravimo etalonai, apimantys numatomy vitelogenino koncentracijy diapazong, ir bent vienas tus¢iasis
nespecifinio surisimo bandymas (kiekvieno i§ jy tyrimas atliekamas po du kartus). Siy tuiciojo bandymo
sugerties geba turéty biti mazZesné nei 5 % didZiausios kalibravimo etalono sugerties gebos. Bus iSanalizuotos
bent dvi alikvotinés kiekvieno praskiesto méginio dalys (kartotiniai bandiniai). Kartotiniy bandiniy, kurie
skiriasi daugiau kaip 20 %, analize reikéty pakartoti.

43, Kalibravimo kreiviy koreliacijos koeficientas (R?) turéty biti didesnis kaip 0,99. Ta¢iau didelés koreliacijos
nepakanka tiksliai koncentracijos visuose diapazonuose prognozei uztikrinti. Turéty bati ne tik uZtikrinta
pakankamai didelé kalibravimo kreivés verc¢iy koreliacija, bet ir pagal kalibravimo kreive apskaiciuota kiekvieno
etalono koncentracija turéty biti 70-120 % jo nominaliosios koncentracijos vertés ribose. Jeigu nominaliosios
koncentracijos yra iSsidésciusios toli nuo kalibravimo kreivés regresijos linijos (pvz., esant maZesnéms koncent-
racijoms), gali prireikti kalibravimo kreive padalyti | mazy ir dideliy ver¢iy diapazona arba taikyti nelinijinj
modelj, kad buty galima tinkamai panaudoti sugerties gebos duomenis. Jeigu kreivé padalijama, abiejy linijiniy
segmenty R? turéty biti didesnis kaip 0,99.

44.  Aptikimo riba apibréziama kaip maziausio analitinio etalono koncentracija, o kiekybinio nustatymo riba — kaip
maziausio analitinio etalono koncentracija, padauginta i§ maziausio skiedimo koeficiento.

45. Kiekviena vitelogenino tyrimo atlikimo dieng bus iSanalizuojamas sustiprintas méginys, paruostas naudojant
pamatinj tyrimo etalong (7 priedélis). Numatomos ir i§matuotos koncentracijy santykis bus pateiktas kartu su
kiekvienos ta dieng atlikty tyrimy grupés rezultatais.

DUOMENYS IR ATASKAITY TEIKIMAS

Biologiniy Zymeny atsako vertinimas taikant dispersinés analizés (ANOVA) metoda

46. Galimam cheminés medZiagos poveikiui endokrininei sistemai nustatyti atsakas chemine medziaga veikiamose
ir kontrolinése grupése palygintas taikant dispersinés analizés (ANOVA) metodg. Jeigu naudojama tirpiklio
kontrolé, reikéty atlikti atitinkamg visy praskiesto vandens kontrolés ir tirpiklio kontrolés vertinamyjy baigéiy
statistinj testa. Rekomendacijas, kaip elgtis su praskiesto vandens ir tirpiklio kontrolés duomenimis atliekant
tolesng statisting analizg, galima rasti EBPO leidinyje (2006c) (27). Visi biologinio atsako duomenys turéty biti
analizuojami ir pateikiami atskirai pagal lytj. Jeigu parametriniams metodams taikyti reikalingos prielaidos
(nenormalus pasiskirstymas (pvz., Shapiro-Wilk kriterijus) arba heterogeniné sklaida (Bartlett arba Levene
kriterijus) nepasitvirtina, reikéty apsvarstyti galimybe transformuoti duomenis sklaidoms homogenizuoti pries
atliekant dispersing analiz¢ arba atlikti svoring dispersing analize. Darant prielaida, kad dozés ir atsako priklau-
somybé yra nemonotoniska, daugkartiniams poriniams palyginimams gali bati taikomas Dunnett kriterijus
(parametrinis) arba Mann-Whitney kriterijus su Bonferroni korekcija (neparametrinis). Kiti statistiniai kriterijai
(pvz. Jonckheere-Terpstra arba Williams kriterijus) gali bati taikomi, jeigu dozés ir atsako priklausomybé yra
daugmaz monotoniska. Siekiant padéti apsispresti, kurj statistinj kriterijy geriausia taikyti, 8 priedélyje pateikta
statistiné srauty diagrama. Papildomos informacijos taip pat galima gauti i§ EBPO ,Dabartiniy statistinés
ekotoksiskumo duomeny analizés metody dokumento® (27).
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Rezultaty ataskaita

47. Tyrimo duomenys turi apimti toliau nurodytg informacija.
Bandymg atliekanti jstaiga:
— atsakingi darbuotojai ir jy pareigos atliekant tyrima;

— kiekviena laboratorija turi bati jrodZiusi savo kompetencija reprezentatyviy cheminiy medziagy naudojimo
srityje.

Bandomoji cheminé medZiaga:

— bandomosios cheminés medziagos apibtdinimas;

— fiziné biisena ir atitinkamos fizikinés ir cheminés savybés;

— bandomyjy koncentracijy paruo$imo metodas ir periodiskumas;

— informacija apie stabiluma ir biologinj skaiduma.

Tirpiklis:

— tirpiklio apibaidinimas (pobtdis, naudojama koncentracija);

— tirpiklio pasirinkimo pagrindimas (jeigu tai ne vanduo).

Bandomieji gyvinai:

— rasis ir veislé;

— tiekéjas ir konkreti tiekéjo jranga;

— Zuvy amzius bandymo pradzioje ir reprodukciné (nersto) biklé;

— iSsamiis duomenys apie gyviny aklimatizavimo procediirg;

— zuvy (i§ Zuvy iStekliy paimto poéminio) kiino svoris veikimo pradzioje.

Bandymo sglygos:

— taikyta bandymo procediira (bandymo risis, jkrova, gyviiny laikymo tankis ir t. t.);

— Pradiniy tirpaly paruo$imo metodas ir srauto greitis;

— nominaliosios bandomosios koncentracijos, kas savaite matuojamos bandymo tirpaly koncentracijos ir
taikomas analizés metodas, i$matuoty verciy vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai bandymo induose ir
jrodymai, kad matavimai atitinka bandomosios cheminés medziagos koncentracijas tikrajame tirpale;

— skiedimo vandens savybés (jskaitant pH, kietuma, Sarminguma, temperatiira, iStirpusio deguonies koncent-
racijg, chloro nuosédy kiekj, bendrajg organing angli, suspenduoty kietyjy daleliy kiekj ir kitus atliktus
matavimus);

— bandymo indy vandens kokybé: pH, kietumas, temperatira ir istirpusio deguonies koncentracija;

— i§sami informacija apie $érimg (pvz., pasaro (-y) risis, Saltinis, duodamas kiekis, $érimo daznumas ir, jeigu
yra, atitinkamy terSaly (polichlorinuoty bifenily, policikliniy aromatiniy angliavandeniliy ir chloro
organiniy pesticidy) nustatymo analiziy rezultatai.

Rezultatai:

— jrodymai, kad kontroliniai indai atitiko bandymo priimtinumo kriterijus;

— duomenys apie gai§tamumg induose su bandomosiomis koncentracijomis ir kontroliniame inde;

— taikyti statistiniai analizés metodai, duomeny apdorojimas ir taikomy metody pagrindimas;

— bendryjy morfologiniy stebéjimy duomenys, iskaitant apie antrinius lytinius poZymius ir vitelogening;

— duomeny analiziy rezultatai, pageidautina — lenteliy ir grafiky forma;

— nejprasty Zuvy reakcijy daznumas ir visi matomi bandomosios cheminés medziagos poveikiai.
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BANDYMO REZULTATY AISKINIMO IR PRIPAZINIMO REKOMENDACIJOS

48. Siame skirsnyje analizuojami parametrai, j kuriuos reikia atsizvelgti aiskinant per bandymg atlikto jvairiy
vertinamyjy baig¢iy matavimo rezultatus. Rezultatus reikéty vertinti atsargiai, jeigu atrodo, kad bandomoji
cheminé medziaga sukélé akivaizdy toksinj poveikj arba paveiké bendra bandomojo gyviino bikle.

49. Kad duomeny aiskinimas biity patikimas, nustatant bandomasias koncentracijas reikéty uZtikrinti, kad nebaty
vir§yta didziausia toleruojama koncentracija. Svarbu naudoti bent vieng cheminés medziagos koncentracijg, dél
kurios neatsiranda toksinio poveikio poZymiy. Ligos ir toksinio poveikio poZymius reikéty atidZiai vertinti ir
nurodyti. Pavyzdziui, yra galimybé, kad VTG gamybai pateliy organizme itakos taip pat gali turéti bendrasis
toksiskumas ir medZziagy, kurioms biidingas ne endokrininis toksiskumas (pvz., toksinis poveikis kepenims),
poveikis. Tac¢iau poveikio aiSkinimas gali tapti patikimesnis naudojant kitas cheminés medZziagos dozes, kurios
néra susijusios su sisteminiu toksiskumu.

50. Yra keli aspektai, kuriuos reikia apsvarstyti prie§ pripazistant bandymo rezultatus. Orientuojamasi i tai, kad
VTG kiekis kontrolinése juodosios driitagalvés rainés ir zebrinés danijos patiny ir pateliy grupése turéty skirtis
mazdaug trimis eilémis, o medakos patiny ir pateliy grupése — mazdaug viena eile. Verciy, su kuriomis
susiduriama kontrolinése ir doze veikiamose grupése, diapazono pavyzdziai pateikiami tinkamumo
patvirtinimo ataskaitose (1, 2, 3, 4). Esant dideliems VTG kiekiams kontroliniy patiny organizme, gali kilti
abejoniy dél tyrimo jautrumo ir gebéjimo nustatyti silpnus estrogeny agonistus. Esant dideliems VTG kiekiams
kontroliniy patiny organizme, gali kilti abejoniy dél tyrimo jautrumo ir gebéjimo nustatyti silpnus estrogeny
agonistus. Tinkamumo patvirtinimo tyrimai buvo atlikti $ioms rekomendacijoms parengti.

51. Jeigu laboratorija anks¢iau né karto nebuvo atlikusi tokio tyrimo arba buvo padaryti reikSmingi pakeitimai
(pvz., pakeista Zuvy veislé ar tiekéjas), patartina atlikti techninés kompetencijos tyrimg. Rekomenduojama
naudoti chemines medziagas, kurios veikia keliais biidais arba turi poveikj kelioms bandymo vertinamosioms
baigtims. I3 tikryjy kiekvienai laboratorijai rekomenduojama kurti savo patiny ir pateliy duomeny baze ir atlikti
estrogeninio veikimo nustatymo bandymus su teigiama kontroline chemine medziaga (pvz., 17p-estradioliu
(100 ngfl) arba zinomu silpnu agonistu), dél kurios padidéja VTG kiekis Zuvy patiny organizme, aromatazés
slopinimo nustatymo bandymus su teigiama kontroline chemine medziaga (pvz., fadrozolu arba prochlorazu
(300 pgfl), dél kurios sumazéja VTG kiekis Zuvy pateliy organizme, ir androgeninio veikimo nustatymo
bandymus su teigiama kontroline chemine medziaga (pvz., 17B-trenbolonu (5 ngfl), dél kurios juodosios
driitagalvés rainés ir medakos patelés jgauna antriniy lytiniy poZymiy. Laboratorijos kompetencijai uztikrinti
visus Siuos duomenis galima palyginti su turimais tinkamumo patvirtinimo tyrimy (1, 2, 3) duomenimis.

52. Apskritai i$matuotos vitelogenino vertés turéty biti laikomos teigiamomis, jeigu VTG kiekis yra statistiskai
reik§mingai padidéjes patiny organizme (p<0,05) arba statistiSkai reik§mingai sumazéjes pateliy organizme
(p<0,05), bent didziausios bandomosios dozés lygmeniu, palyginti su kontroline grupe, ir nesant bendrojo
toksiskumo poZymiy. Teigiamas rezultatas dar patvirtinamas pademonstruojant biologiskai galimg dozés ir
atsako kreiviy sarysj. Kaip minéta pirmiau, vitelogenino kiekio sumazéjimas gali biti ne vien endokrininés
kilmés, taciau teigiamas rezultatas paprastai turéty biti aikinamas kaip poveikio endokrininei sistemai in vivo
jrodymas, o tokiu atveju paprastai turéty bati imtasi veiksmy papildomai informacijai gauti.
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1 priedélis

Santrumpos ir apibréztys

Cheminé medZiaga — medziaga arba miSinys.

VK - variacijos koeficientas.

IFA (ELISA) - imunofermentiné analizé.

Ikrova — drégna Zuvy masé vandens tiirio vienete.

Gyviiny laikymo tankis — Zuvy skai¢ius vandens tiirio vienete.

VTG (vitelogeninas) — fosfolipoglikoproteininis kiausinio trynio baltymy pirmtakas, kuris paprastai gaminamas
visy kiausinius dedanciy gyviny riisiy lytiskai aktyviy pateliy organizme.

PHL asis — pagumburio, hipofizés ir lytiniy liauky asis.
DTK - didZiausia toleruojama koncentracija, sudaranti apie 10 % LC50 (vidutinés mirtinos koncentracijos).

Bandomoji cheminé medZiaga — bet kuri pagal § bandymo metoda bandoma medziaga arba misinys.
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2 priedélis

Bandymo salygos atliekant poveikj Zuvy endokrininei sistemai nustatyti skirtg atrankos tyrima

1. Rekomenduojamos
rudys

Juodoji driitagalvé rainé

(Pimephales promelas)

Medaka
(Oryzias latipes)

Zebriné danija

(Danio rerio)

2. Bandymo riisis

Pratekamojo srauto

Pratekamojo srauto

Pratekamojo srauto

3. Vandens temperatiira

25+2°C

25+2°C

26 +2°C

4. Apsvietimo kokybé

Liuminescencinés lemputés
(plataus spektro)

Liuminescencinés lemputés
(plataus spektro)

Liuminescencinés lemputés
(plataus spektro)

5. Sviesos stipris

10-20 pE/m?/s, 540-

1 000 liuksy arba 50-100
FC (laboratorijos ap3vieti-
mas)

10-20 pE/m?fs, 540-

1 000 liuksy arba 50-100
FC (laboratorijos ap3vieti-
mas)

10-20 pE/m?/s, 540-

1 000 liuksy arba 50-100
FC (laboratorijos apsvieti-
mas)

6. Sviesos laikotarpis
(ausros ir sutemy imi-
tavimas galimas, bet
nelaikomas priva-
lomu)

16 val. viesos, 8 val. tam-
08

12-16 val. $viesos, 12—
8 val. tamsos

12-16 val. $viesos, 12—
8 val. tamsos

7. Tkrova

<5 g vienam litrui

< 5 g vienam litrui

< 5 g vienam litrui

8. Bandymo akvariumo
tiris

10 I (maziausiai)

2 | (maziausiai)

5 1 (maziausiai)

9. Bandymo tirpalo tiiris

8 1 (maziausiai)

1,5 1 (maZiausiai)

4 | (maziausiai)

10. Bandymo tirpaly kei-
timas

Maziausiai 6 kartus per
parg

Maziausiai 5 kartus per
parg

Maziausiai 5 kartus per parg

11. Bandomuyjy orga-
nizmy amzius

7Zr. 20 punkty.

7r. 20 punkty.

7Zr. 20 punkta.

12. Apytikslé drégna su-
augusios Zuvies masé

®

Patelés: 1,5 + 20 %
Patinai: 2,5 + 20 %

Patelés: 0,35 + 20 %
Males: 0,35 + 20 %

Patelés: 0,65 + 20 %
Patinai: 0,4 + 20 %

13. Zuvy skaicius vie-
name bandymo inde

6 (2 patinai ir 4 patelés)

10 (5 patinai ir 5 patelés)

10 (5 patinai ir 5 patelés)

14. Bandymy su chemi-
nés medziagos dozé-
mis skaicius

= 3 (ir atitinkami kontroli-
niai bandymai)

= 3 (ir atitinkami kontroli-
niai bandymai)

= 3 (ir atitinkami kontroli-
niai bandymai)

15. Vienam bandymui
naudojamy indy
skaicius

Bent 4

Bent 2

Bent 2

16. Viena bandomaja
koncentracija vei-
kiamy zuvy skaicius

16 suaugusiy pateliy ir 8
suauge patinai (po 4 pate-
les ir 2 patinus kiekvie-
name kartotiniame inde)

10 suaugusiy pateliy ir

10 suaugusiy patiny (po

5 pateles ir 5 patinus kiek-
viename kartotiniame inde)

10 suaugusiy pateliy ir

10 suaugusiy patiny (po

5 pateles ir 5 patinus kiek-
viename kartotiniame inde)
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17. Sérimo rezimas Gyvos arba 3aldytos suau- | Gyvos arba Saldytos suau- | Gyvos arba aldytos suaugu-
gusios stiriavandenés kreve- | gusios siiriavandenés kreve- | sios sriavandenés krevetés
tés arba jy nauplijai (iki so- | tés arba jy nauplijai du ar | arba jy nauplijai du ar tris
ties), komerciniai pasarai tris kartus per parg (iki so- | kartus per para (iki soties),
arba jy derinys ties), komerciniai pasarai komerciniai pasarai arba jy
arba jy derinys derinys
18. Aeracija Jokios, nebent istirpusio Jokios, nebent istirpusio Jokios, nebent istirpusio de-
deguonies koncentracija yra | deguonies koncentracija yra | guonies koncentracija yra
mazesné nei 60 % oro so- | maZesné nei 60 % oro so- | maZesné nei 60 % oro soties
ties verteés ties vertés vertes
19. Skiedimo vanduo Svarus gruntinis, $ulinio, Svarus gruntinis, $ulinio, Svarus gruntinis, $ulinio,
skiedimo ar dechloruotas skiedimo ar dechloruotas skiedimo ar dechloruotas
vandentiekio vanduo vandentiekio vanduo vandentiekio vanduo
20. Paruosiamasis laiko- | 7 dienos (rekomenduo- 7 dienos (rekomenduo- 7 dienos (rekomenduojama)
tarpis jama) jama)
21. Veikimo chemine 21 diena 21 diena 21 diena
medZziaga trukmé
22. Biologinés vertina- iSgyvenamumas iSgyvenamumas iSgyvenamumas
mosios baigtys elgesys elgesys elgesys
antriniai lytiniai poZymiai | antriniai lytiniai poZymiai | VTG
VTG VTG
23. Bandymo priimti- Istirpes deguonis sudaro Istirpes deguonis sudaro I3tirpes deguonis sudaro

numo Kkriterijai

daugiau 60 % oro soties
vertés; vidutiné tempera-
tira 25 £ 2 °C; 90 % Zuvy
iSgyvenamumas kontroli-
nése grupése; iSmatuotos
bandomosios koncentraci-
jos nekinta daugiau kaip
20 % i$matuoty kiekvienos
koncentracijos vidutiniy
veréiy intervale.

daugiau 60 % oro soties
vertés; vidutiné tempera-
tira 24 £ 2 °C; 90 % Zuvy
iSgyvenamumas kontroli-
nése grupése; iSmatuotos
bandomosios koncentraci-
jos nekinta daugiau kaip
20 % i8matuoty kiekvienos
koncentracijos vidutiniy
veriy intervale.

daugiau 60 % oro soties ver-
tés; vidutiné temperatiira 26
+ 2 °C; 90 % zuvy iSgyvena-
mumas kontrolinése gru-
pése; imatuotos bandomo-
sios koncentracijos nekinta
daugiau kaip 20 % iSma-
tuoty kiekvienos koncentra-
cijos vidutiniy ver¢iy inter-
vale.
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3 priedélis

Kai kurios tinkamo skiedimo vandens cheminés savybés

Sudedamoji dalis Koncentracijos
Kietosios dalelés <20 mg/l
Bendroji organiné anglis <2 mgfl
Nejonizuotas amoniakas <1 pgfl

Liekamasis chloro kiekis

<10 pgfl

Bendras fosforo organiniy pesticidy kiekis

Bendras chloro organiniy pesticidy ir polichlorinty bifenily kiekis

<50 ng/l

Bendras organinio chloro kiekis

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l
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4A priedélis
Nersto substratas zebrinei danijai
Padéklas nerstui — visiskai i§ stiklo pagamintas instrumentinis indas, pvz., 22 x 15 x 5,5 cm (ilgis x plotis x gylis),

uzdengtas nuimamu neridijancio plieno tinkleliu (su 2 mm plocio akutémis). Tinklelio pagrindas turéty bati Zemiau
instrumentinio indo krasty.

A
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Ant tinklelio turéty bati suformuotas nerSto substratas. Jis turi sudaryti struktiirg, | kurig Zuvys galéty jplaukti.
PavyzdZiui, tam tinka dirbtiniai akvariumo augalai, pagaminti i§ Zalio plastiko (pastaba: reikéty atsizvelgti j galimg
bandomosios cheminés medZziagos jgertj | plastika). Plastikinius augalus reikéty pakankamai ilgai mirkyti
pakankamame S$ilto vandens kiekyje, kad buty uztikrinta, jog jokios cheminés medziagos nepateks j bandomajj
vandenj. Naudojant stiklines medziagas, turéty bati uZtikrinta, kad Zuvys negaléty susiZeisti ir nebiity varzomi jy
energingi judesiai.

Siekiant uztikrinti, kad nebiity nerSiama uz padéklo riby, atstumas nuo padéklo iki stiklo sieneliy turéty siekti bent
3 cm. Ant padéklo padéti ikreliai iSkrenta pro tinklelj ir jy méginius galima paimti praéjus 45-60 min nuo
apsvietimo pradzios. Skaidriis ikreliai néra sulipg ir juos lengvai galima suskaitiuoti naudojant transversing Sviesg.
Viename inde laikant penkias pateles, ikreliy skaicius gali bati laikomas mazu, jeigu jy padedama 20 arba maziau
per para, vidutiniu, jeigu jy padedama iki 100, ir dideliu, jeigu jy padedama daugiau kaip 100. Padéklas nerstui turi
bati i§imamas, ikreliai surenkami ir padéklas vél {dedamas | bandymo indg kuo véliau vakare arba kuo anksciau ryte.
Padéklas turéty bati grazintas | bandymo indg ne véliau kaip per valands, nes kitaip nerSto substratas gali sukelti
individualy porav1m451 ir ner$ta nejprastu laiku. Jeigu pagal situacija padékla ner$tui reikia jdéti véliau, tai reikéty
padaryti ne maziau kaip per devynias valandas nuo apsv1et1m0 pradzios. Tokiu vélyvu paros metu nerstas
nebevyksta.
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4B priedélis

Nersto substratas juodajai driitagalvei rainei

| kiekvieng bandymo akvariumg jdedama po dvi ar tris nerto sléptuves ir padéklus, pagamintus i§ plastiko,
keramikos ir stiklo derinio arba i§ neridijancio plieno (pvz., 80 mm ilgio pilkg pusapvalj lataka, padétg ant 130 mm
ilgio padéklo su uzlenktais krastais.) (Zr. pav.). Jrodyta, kad tinkamai pagamintos polivinilchlorido ar keraminés
sleptuves yra tinkamos naudoti kaip nersto substratas (Thorpe ir kiti, 2007).

Rekomenduojama sléptuves pabrazinti, kad pageréty sulipimas. Padékly taip pat reikia tikrinti, kad Zuvys negaléty
pasiekti nukritusiy ikreliy, nebent bty jrodyta, kad ikreliai efektyviai prilimpa prie naudojamo nersto substrato.

Padéklo pagrindas skirtas visiems prie sléptuvés pavirsiaus neprilipusiems, taigi | akvariumo dugng nukrisiantiems
ikreliams (arba ikreliams, padétiems tiesiai ant plokscio plastikinio pagrindo) surinkti. Prie§ naudojant, visi substratai
bent 12 valandy turéty bati mirkomi skiedimo vandenyje.

NUORODA

Thorpe KL, Benstead R, Hutchinson TH, Tyler CR, 2007. An optimised experimental test procedure for measuring
chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81, 90-98.
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5A priedélis

JUodosios driitagalvés rainés antriniy lytiniy poZymiy vertinimas tam tikroms endokrinine
sistemg veikianfioms cheminéms medZiagoms nustatyti

Apizvalga

Suaugusiy juodyjy drutagalviy rainiy fizinés i§vaizdos ypatybés, kurios gali bati svarbios atliekant endokrining
sistemg ardanciy medziagy bandymg, yra kiino spalva (t. y. pasvieséjimas arba patamséjimas), spalvos tolygumas
(t. y. vertikaliy dryziy buvimas arba nebuvimas), kiino forma (t. y. galvos ir kratinés srities forma, pilvo isipatimas)
ir specializuoti antriniai lytiniai poZymiai (t. y. poravimosi gumburéliy skaicius ir dydis, sprando pagalvélés dydis ir
kiausdetis).

Poravimosi gumburéliai yra ant aktyvaus reprodukcinio amziaus juodosios dratagalvés rainés patino galvos (sprando
pagalvélés) ir paprastai yra simetriskai iSsidéste i§ abiejy pusiy (Jensen ir kiti, 2001). Kontrolinés patelés ir abiejy
ly¢iy zuvy jaunikliai gumburéliy neturi (Jensen ir kiti, 2001). Aplink patiny akis ir tarp jy $nerviy gali bati iki
astuoniy atskiry gumburéliy. Daugiausia (ir didziausiy) gumburéliy yra iSsidéste dviem lygiagre¢iomis linijomis i§
karto po $nervémis ir vir§ burnos. Daugelis Zuvy turi gumburéliy grupes po apatiniu zandu; ar¢iausiai burnos
paprastai yra pavienés poros, o ar¢iau pilvo esancig grupe gali sudaryti iki keturiy gumburéliy. Faktinis gumburéliy
skaiCius retai virSija 30 (paprastai 18-28; Jensen ir kiti, 2001). Dazniausiai gumburéliai (kalbant apie jy skaiciy) yra
vientisa, palyginti apvali struktiira, kurios aukstis apytiksliai atitinka plotj. Dauguma aktyvaus reprodukcinio amziaus
patiny taip pat turi bent kelis gumbureélius, kurie yra padidéje ir aiskiai iSreiksti taip, kad jy nejmanoma atskirti kaip
individualiy struktfiry.

Veikiant kai kuriy rasiy endokrining sistema ardanc¢ioms cheminéms medziagoms, prieSingos lyties gyviinams gali
pasireiksti anomaliis antriniai lytiniai poZymiai; pvz., dél androgeny receptoriy agonisty, kaip antai 17f-metiltestos-
terono ar 17f-trenbolono, poveikio juodosios driitagalvés rainés pateléms gali iSsivystyti poravimosi gumburéliai
(Smith, 1974; Ankley ir kiti, 2001; 2003), o patinams dél estrogeny receptoriy agonisty poveikio gali sumazéti
poravimosi gumbureéliy skaicius arba dydis (Miles-Richardson ir kiti, 1999; Harries ir kiti, 2000).

Toliau pateiktas juodosios driitagalvés rainés poravimosi gumburéliy apibiidinimas, parengtas remiantis JAV
procediiromis, taikytomis JAV Aplinkos apsaugos agentiiros Duluto (Minesota) laboratorijoje. Tam tikrus produktus
ir (arba) jrangg galima pakeisti panaSiomis turimomis medZiagomis.

Tyrima geriausia atlikti naudojant padidinimo stiklg su pasvietimu arba 3X stereoskopg su pasvietimu. Zuvis tiriama
i$ nugaros pusés, priesakine dalimi i priekj (galva nukreipta j tyréjo puse).

a) ldékite Zzuvi | maza Petri lékstele (pvz., 100 mm skersmens), priesakine dalimi i priekj ir pilvu j apacia.
Nustatykite vaizdo ieskiklj taip, kad matytysi gumburéliai. Atsargiai ir létai paverskite Zuvi nuo vieno Sono ant
kito, kad nustatytuméte gumburéliy sritis. Suskaiciuokite ir jvertinkite gumburélius.

b) Pakartokite Zuvies galvos tyrima i§ pilvo pusés Petri 1éksteléje padédami Zuvj ant nugaros, prieSakine dalimi j
prieki.

¢) Kiekvienos zuvies tyrimg reikéty atlikti per dvi minutes.

Gumburéliy skai¢iavimas ir vertinimas

Nustatytos SeSios konkre¢ios juodosios driitagalvés rainés kino sritys, kuriose reikia jvertinti gumburéliy buvimg ir
vystymasi. Esamy gumburéliy vietai ir kiekiui suzZyméti parengta lentelé (Zr. $io priedélio pabaigg). Gumburéliy
skaiCius registruojamas, o jy dydis kiekviename organizme gali bati kiekybiskai jvertintas taip: 0 — néra, 1 — yra, 2 —
padidéjes ir 3 — aiskiai iSreikstas (1 pav.).

[vertis 0 — gumburéliy néra. [vertis 1 — gumburéliy yra, jie nustatomi kaip bet kuris vieng virstnéle turintis
gumbureélis, kurio aukstis beveik lygus plociui (skersmeniui). Jvertis 2 — padidéje gumburéliai, nustatomi pagal tai,
kad jy audiniai pagal i§vaizdg primena Zvaigzdute, paprastai didelio skersmens, su iSeinanciais i§ centro grioveliais ir
kanaléliais. Gumburéliy vir§us daznai yra nelygus, bet kartais gali bati kiek suapvalintas. [vertis 3 — gumburéliai
aiSkiai iSreiksti, paprastai gana dideli ir suapvalinti, turi maZiau apibrézta struktira. Kartais $ie gumburéliai susilieja ir
sudaro vientisa masg¢ vienoje arba keliose srityse (B, C ir D, apibadinta toliau). Spalva ir forma panasios j 2 balais
jvertinty gumburéliy, bet kartais gali biti gana silpnai iSreikstos. Naudojant $ig vertinimo sistemg, ant normalaus
kontrolinio patino, turin¢io 18-20 gumburéliy, paprastai suskai¢iuojama maziau kaip 50 gumburéliy, (Jensen ir kiti,
2001).



L 54/220 Europos Sgjungos oficialusis leidinys 2016 3 1

1 pav.

Faktiskai kai kurios Zuvys gali turéti daugiau gumburéliy negu lenteléje yra konkreciai vertinamai sriciai skirty
langeliy (A priedélis). Jeigu taip atsitinka, papildomi jverciai gali bati jra3omi i langelj arba jo deSingje ar kairgje.
Todél lentelé nebitinai turi baiti simetriska. Taikant kita suporuoty arba vertikaliai palei horizontaligjg burnos linijg
sujungty gumburéliy Zyméjimo metodikg, dviejy gumburéliy jverciai galéty biti jraSomi j viena langelj.

Zyméjimo sritys:

A - aplink akis i$sidéste gumburéliai. Jie Zymimi i§ nugaros ir pilvo pusés aplink iSorinj akies krasta. Paprastai daug
ju turi subrendg kontroliniai patinai, o kontrolinés patelés jy neturi; paprastai jie yra i$sidéste poromis (po vieng prie
kiekvienos akies) arba po vieng jy turi androgeny veikiamos patelés.

B — tarp Snerviy esantys gumburéliai (sensorinio kanalo poros). Ant kontroliniy patiny Sie gumburéliai paprastai
iSsidéste poromis ir yra labiau iSsivyste (du padidéje arba trys aiskiai isreiksti). Jy neturi kontrolinés patelés, taciau
kartais jie atsiranda ir vystosi androgenais veikiamoms pateléms.

C — gumburéliai, esantys i3 karto priesais $nerves, lygiagreciai burnai. Paprastai tokie subrendusiy kontroliniy patiny
gumburéliai yra padidéje arba aiskiai iSreikti. Jy turi maziau i$sivyste patinai arba androgenais veikiamos patelés (jie
gali bati padidéje).

D - lygiagreciai palei burnos linijg iSsidéste gumburéliai. Paprastai tokie kontroliniy patiny gumburéliai vertinami

kaip i$sivyste. Jy neturi kontrolinés patelés, taciau turi androgenais veikiamos patelés.

E — ant apatinio Zando, arti burnos esantys gumburéliai, paprastai mazi ir i$sidéste poromis. Kontroliniai ar
cheminémis medziagomis veikiami patinai, taip pat jomis veikiamos patelés turi jvairy jy kieki.

F — gumburéliai, esantys pilvo puséje, po E sritimi. Paprastai biina mazi ir i$sidést¢ poromis. Jy turi kontroliniai
patinai ir androgenais veikiamos patelés.

NUORODOS

(1) Ankley GT, Jensen KM, Kahl MD, Korte JJ, Makynen ME. 2001. Description and evaluation of a short-term
reproduction test with the fathead minnow (Pimephales promelas). Environ Toxicol Chem 20:1276-1290.

(2) Ankley GT, Jensen KM, Makynen EA, Kahl MD, Korte JJ, Hornung MW, Henry TR, Denny JS, Leino RL, Wilson
VS, Cardon MC, Hartig PC, Gray EL. 2003. Effects of the androgenic growth promoter 17-f trenbolone on
fecundity and reproductive endocrinology of the fathead minnow. Environ Toxicol Chem 22:1350-1360.

(3) Harries JE, Runnalls T, Hill E, Harris CA,Maddix S, Sumpter JP, Tyler CR. 2000. Development of a reproductive
performance test for endocrine disrupting chemicals using pair-breeding fathead minnows (Pimephales
promelas). Environ Sci Technol 34:3003-3011.

(4) Jensen KM, Korte JJ, Kahl MD, Pasha MS, Ankley GT. 2001. Aspects of basic reproductive biology and endocri-
nology in the fathead minnow (Pimephales promelas). Comp Biochem Physiol C 128:127-141.
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(5) Kahl MD, Jensen KM, Korte JJ, Ankley GT. 2001. Effects of handling on endocrinology and reproductive
performance of the fathead minnow. J Fish Biol 59:515-523.

(6) Miles-Richardson SR, Kramer V], Fitzgerald SD, Render JA, Yamini B, Barbee SJ, Giesy JP. 1999. Effects of
waterborne exposure of 17-estradiol on secondary sex characteristics and gonads of fathead minnows
(Pimephales promelas). Aquat Toxicol 47:129-145.

(7) Smith RJF. 1974. Effects of 17-methyltestosterone on the dorsal pad and tubercles of fathead minnows
(Pimephales promelas). Can ] Zool 52:1031-1038.

Gumburéliy Zyméjimo lentelé Skaitinis jvertis
Atpazinties Nr. 1-yra
Data 2 — padidéjes
Bendras jvertis 3 — aiskiai iSreikstas
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1
X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
D X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
E X1 X1
F X1 X1 X1 X1




L 54/222

Europos Sajungos oficialusis leidinys 2016 3 1

5B priedélis

Medakos antriniy lytiniy poZymiy vertinimas tam tikroms endokrinine sistemg veikian¢ioms
cheminéms medziagoms nustatyti

Toliau pateiktas speneliniy ataugy (*), kurios yra medakos (Oryzias latipes) antriniai lytiniai poZymiai, matavimo
apraSymas.

(*) Spenelinés ataugos paprastai atsiranda tik pas suaugusius patinus ir blina tarp antro ir septinto arba aStunto
analinio peleko spindulio, skai¢iuojant nuo analinio peleko uzpakalinio galo (1 ir 2 pav.). Ta¢iau ataugos retai
atsiranda ant pirmo peleko spindulio nuo analinio peleko uZpakalinio galo. Pagal $ig standarting veiklos
procediira (SVP) galima matuoti ant pirmojo peleko spindulio esancias ataugas (pagal sia SVP peleko spinduliai
skai¢iuojami nuo analinio peleko uZpakalinio galo).

1) Pasalinus kepenis (6 priedélis) skerdena jdedama j kiiginj vamzdelj, kuriame yra apie 10 ml 10 % neutralaus
buferizuoto formalino tirpalo (galva virSuje, uodega apacioje). Jeigu lytiné liauka fiksuota kitame tirpale nei
10 % neutralus buferizuotas formalinas, preparavimo peiliu atsargiai, kad neuzkliudytuméte gonoporo ir pacios
Iytinés liaukos, padarykite skerdenoje skersinj pjuvi tarp priekinés analinio peleko dalies ir iSangés (3 pav.).
Galving Zuvies kiino dalj jdékite j fiksavimo tirpalg, kad biity i$saugota lytiné liauka, o uodegine kiino dalj — |
10 % neutraly buferizuota formalino tirpalg, kaip aprasyta pirmiau.

2)  Zuvies kiing jdéje i 10 % neutraly buferizuotg formalino tirpala, suimkite prieking analinio peleko dalj pincetu
ir 30-Ciai sekundziy ja sulenkite taip, kad analinis pelekas baity atviras. Suimdami pincetu analinj peleka,
atsargiai, kad nebiity paZeistos spenelinés ataugos, suimkite kelis priekinéje dalyje esancius peleko spindulius.

3)  Palaik¢ analinj pelekg atvira apie 30 sekundziy, iki speneliniy ataugy matavimo Zuvies kiing jdékite j 10 %
neutraly buferizuotg formalino tirpalg ir laikykite kambario temperatiiroje (matavimas turi biti atliekamas
maZziausiai po 24 valandy).

Matavimas

1)  Bent 24 valandas palaike Zuvies kiing 10 % neutraliame buferizuotame formalino tirpale, i$imkite skerdeng is
kiiginio vamzdelio ir nuvalykite formaling filtravimo popieriumi (arba popierine servetéle).

2)  Padékite zuvj pilvu  vir§y. Tada atsargiai nukirpkite analinj pelekg mazomis skrodimo Zirklémis (pageidautina
analinj pelekg nukirpti su nedideliu kiekiu pterigioforo).

3)  Pincetu suimkite prieking atskirto analinio peleko dalj ir padékite ji ant stiklinés plokstelés su keliais vandens
lagais. Tada analinj peleka uZdenkite dengiamuoju stikleliu. Suimdami analinj pelekg pincetu, stenkités
nepazeisti speneliniy ataugy.

4)  Suskaiciuokite sujungtas ploksteles, ant kuriy yra speneliniy ataugy, naudodami po biologiniu (tiesioginés
$viesos arba invertuotu) mikroskopu esantj skaitikli. Spenelinés ataugos atpazistamos, kai ant uZpakalinés
sujungtos plokstelés dalies matomi nedideli ataugy dariniai. Technologiniame lape jrasykite kiekvieno peleko
spindulio sujungty ploksteliy, ant kuriy yra speneliniy ataugy, skaiiy (pvz., pirmas peleko spindulys — 0,
antras peleko spindulys — 10, trecias peleko spindulys — 12, ir t. t)) ir jraSykite $iy skaiciy sumg kiekvienai
atskirai Zuviai j Excel skaiCiuokle. Prireikus nufotografuokite analinj pelekg ir ant nuotraukos suskai¢iuokite
sujungtas ploksteles, ant kuriy yra speneliniy ataugy.

5)  Atlike¢ matavimus, jdékite analinj peleka | 1 punkte aprasyta kiiginj vamzdelj ir laikykite jj ten.



2016 3 1 Europos Sajungos oficialusis leidinys L 54/223

1 pav.

Diagramoje parodyti analinio peleko formos ir dydzio skirtumai pagal lytj. A - patino, B — patelés. Oka, T.
B., 1931. On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this
fish. J. Fac. Sci., Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

2 pav.

A - ataugos ant sujungty analinio peleko spindulio ploksteliy. J.P. — sujungta plokstelé; A.S. — aSies erdvé; P

— atauga. B — distalinis analinio peleko galas. Aktinotrichijos (Act.) yra ant galiuko. Oka, T. B., 1931. On the

processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci.,
Tokyo Univ., IV, 2: 209-218.

3 pav.

Nuotraukoje parodyta pjiivio vieta, kai lytiné liauka fiksuojama kitame fiksavimo tirpale nei 10 % neutralus

buferizuotas formalino tirpalas. Tokiu atveju likusi kiino dalis bus nupjauta preparavimo peiliu (raudona

linija) darant pjivi tarp priekinés analinio peleko dalies ir iSangés ir galviné Zuvies kiino dalis bus jdéta i
lytinés liaukos fiksavimo tirpalg, o uodeginé dalis - j 10 % neutraly buferizuotg formalino tirpala.
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6 priedélis

Rekomenduojamos méginiy émimo vitelogenino analizei atlikti procediiros

Reikéty stengtis i§vengti kryZminio patiny ir pateliy VTG méginiy uZtersimo.

1A procediira. Juodoji driitagalvé rainé, kraujo paémimas i$ uodegos venos arba arterijos

Po anestezijos uodegos kotelis dalinai nupjaunamas skalpeliu ir i§ uodegos venos arba arterijos heparinizuotu
kapiliariniu mikrohematokrito vamzdeliu paimamas kraujas. Paémus kraujo, plazma greitai atskiriama 3 minutes
centrifuguojant 15 000 g/min grei¢iu (arba 10 minuciy 15 000 g/min greiciu esant 4 °C temperatirai). Jeigu
norima, hematokrito procentg galima nustatyti po centrifugavimo. Tada plazma pasalinama i§ mikrohematokrito
vamzdelio ir iki vitelogenino analizés laikoma centrifuginiame mégintuvélyje su 0,13 vienety aprotinino (proteazés
inhibitoriaus) — 80 °C temperatiroje. Atsizvelgiant i juodosios dritagalvés rainés dydj (kuris priklauso nuo lyties), i§
vienos Zuvies paprastai surenkama 5-60 mikrolitry plazmos (Jensen ir kiti, 2001).

1B procediira. Juodoji driitagalvé rainé, kraujo paémimas i$ Sirdies

Kraujg taip pat galima paimti heparinizuotu $virkstu (1 000 vienety heparino vienam ml) atliekant Sirdies punkcijg.
Kraujas perpilamas i Eppendorfo mégintuvélius (laikomus ant ledo), o tada centrifuguojamas (5 min, 7 000 g,
kambario temperatiira). ki analizés plazma reikéty perpilti j $varius Eppendorfo mégintuvélius (alikvotinémis
dalimis, jeigu plazmos kiekis yra pakankamas) ir greitai uzsaldyti — 80 °C temperatiiroje (Panter ir kiti, 1998).

2A procediira. Japoniné medaka, medakos kepeny pasalinimas
Bandomosios Zuvies i§¢mimas i§ bandymo akvariumo

(1) Bandomgja Zuvi i§ bandymo akvariumo reikéty iSimti naudojant maza sietelj Bakite atsargiis, 