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(EU asutamislepingu | Euratomi asutamislepingu kohaselt vastu voetud aktid, mille avaldamine on kohustuslik)

MAARUSED

KOMISJONI MAARUS (EU) nr 761/2009,

23. juuli 2009,

millega muudetakse tehnika arenguga kohandamise eesmirgil miirust (EU) nr 440/2008, millega
kehtestatakse katsemeetodid vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirusele (EU) nr 1907/2006,
mis kisitleb kemikaalide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist (REACH)

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,

vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 18. detsembri
2006. aasta madrust (EU) nr 19072006, mis kasitleb kemikaali-
de registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist (REACH)
ja millega asutatakse Euroopa Kemikaalide Agentuur ning muu-
detakse direktiivi 1999/45/EU ja tunnistatakse kehtetuks nduko-
gu médrus (EMU) nr 793/93, komisjoni mairus (EU) nr 1488/94
ning samuti ndukogu direktiiv 76/769/EMU ja komisjoni direk-
tiivid 91/155/EMU, 93/67/EMU, 93/105/EU ja 2000/21/EU, (1)
eriti selle artikli 13 15iget 3,

ning arvestades jargmist:

Komisjoni mddruses (EU) nr 440/2008 (%) on esitatud
katsemeetodid mairuse (EU) nr 1907/2006 kohaldamisel
kasutatavate ainete fiiisikalis-keemiliste omaduste, toksili-
suse ja okotoksilisuse madramiseks.

Miirust (EU) nr 440/2008 on vaja ajakohastada, et teha
muudatusi teatavates katsemeetodites ja lisada sellesse
uued katsemeetodid, mille OECD on heaks kiitnud. Kies-
oleva ettepanekuga seoses on konsulteeritud sidusrithma-
dega. Muudatustega kohandatakse meetodid teaduse ja
tehnika arenguga.

() ELT L 396, 30.12.2006, Ik 1.
() ELT L 142, 31.5.2008, Ik 1.

3)

Sitted aururohu kohta tuleb 1ibi vaadata, arvestades uue
efusioonmeetodi lisamist.

On vaja lisada uus meetod kiudude 1dbimdodu kaalutud
keskmise modtmiseks, milles kaalude vdartustena kasuta-
takse pikkust.

On asjakohane ajakohastada mairust (EU) nr 440/2008, et
lisada eelistatud meetodina uus in vitro katsemeetod na-
hairrituse mairamiseks, et vihendada katsetes kasutatava-
te loomade arvu miinimumini vastavalt ndukogu
24. novembri 1986. aasta direktiivile 86/609/EMU katse-
teks ja muudel teaduslikel eesmirkidel kasutatavate looma-
de kaitsega seotud litkmesriikide digus- ja haldusnormide
tihtlustamise kohta (?). Kuigi arutelu OECDga kavandatava
in vitro katsemeetodi iile nahadrituse madramiseks veel kes-
tab, on kohane votta meetod B 46 erandkorras kies-
olevasse madrusesse. Meetod B 46 tuleks ajakohastada
voimalikult kiiresti parast kokkuleppe saavutamist OECD-
ga voi siis, kui sellist libivaatamist digustab tiiendav teave.

Vetikate kasvu pidurdamise katset késitlevad sitted vajavad
labivaatamist, et lisada tdiendavaid liike ning jargida kemi-
kaalide ohu hindamise ja klassifitseerimise noudeid.

On vaja lisada pinnavee aeroobse mineralisatsiooni mdot-
mise uus meetod e biolagundavuse mudelkatse ning pere-
konda Lemna kuuluvaid organisme mdjutava toksilisuse
hindamise uus meetod organismide kasvu pidurdamise
jargi.

() EUTL 358, 18.12.1986, Ik 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:ET:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:ET:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Seepirast tuleks maarust (EU) nr 440/2008 vastavalt
muuta.

(9  Kéesoleva mairusega ette nihtud meetmed on kooskdlas
maédruse (EU) nr 1907/2006 artikli 133 kohaselt asutatud
komitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1
Méiruse (EU) nr 440/2008 lisa muudetakse jirgmiselt.
1) A osa muudetakse jirgmiselt:

a) peatiikk A.4 asendatakse kdesoleva madruse I lisa peatii-
kiga A.4;

b) lisatakse peatiikk A.22, mis on esitatud kdesoleva maa-
ruse II lisas.

2) B osa muudetakse jirgmiselt:
lisatakse kdesoleva mairuse III lisa peatitkk B.46.
3) C osa muudetakse jargmiselt:

a) peatiikk C.3 asendatakse kdesoleva mairuse IV lisa pea-
tikkiga C.3;

b) lisatakse kdesoleva madruse V ja VI lisas esitatud peatii-
kid C.25 ja C.26.

Artikkel 2

Kiesolev madrus joustub kolmandal pdeval parast selle avaldamist
Euroopa Liidu Teatajas.

Kéesolev méirus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liitkmesriikides.

Briissel, 23. juuli 2009

Komisjoni nimel
komisjoni liige
Stavros DIMAS
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1.1.

1.2.

I LISA

A.4. AURUROHK

METOODIKA

Kéesolev metoodika on samavairne standardiga OECD TG 104 (2004).

SISSEJUHATUS

Kiesolevas metoodika A.4(1) uuesti ldbi vaadatud versioonis on esitatud iiks tiiendav modtemeetod, ,Efusioon-
meetod: isotermiline termogravimeetria”; see on vilja todtatud viga madala aururdhuga (kuni 107'° Pa) ainete
jaoks. Arvestades vajadust meetodite jirele, mis vdimaldavad modta eeskitt madala aururdhuga ainete aururdhku,
on iimber hinnatud ka kdesoleva metoodika muude mddtemeetodite rakenduspiirid.

Termodiinaamilise tasakaalu tingimustes soltub puhta aine aururdhk ainult temperatuurist. Asjaomased pohimot-
ted on esitatud mujal (2, 3).

Ukski mddtmismeetod ei ole rakendatav kogu aururhkude vahemikus — vahem kui 107'° Pa kuni 10° Pa. Selle-
parast esitatakse kdesolevas kirjelduses kaheksa aururdhu mootmise meetodit, mis on rakendatavad erinevates au-
rurdhu vahemikes. Tabelis 1 on vorreldud nende meetodite rakendatavust ja modtevahemikke. Neid meetodeid
saab kasutada tiksnes ainete puhul, mis modtmistingimustes ei lagune. Juhul kui tehnilistel pohjustel eksperimen-
taalseid meetodeid ei saa kasutada, voib aururohku ka hinnata; soovitatav hindamismeetod on esitatud liites.

MOISTED JA UHIKUD
Aine aururdhk on tema kiillastatud auru rohk vedelas voi tahkes faasis oleva aine kohal.

Tuleb kasutada rahvusvahelise maotithikute siisteemi (SI) rohuiihikut, milleks on paskal (Pa). Varem kasutusel ol-
nud rohuithikud ja nende teisendustegurid on jargmised:

1 torr = 1 mm Hg = 1,333 x 102 Pa

1 atmosfiir = 1,013 x 10° Pa
1 baar =10°Pa

SI temperatuuriithik on kelvin (K). Celsiuse kraadid teisendatakse kelviniteks jargmise valemi abil:
T=t+273,15

kus T on kelvinites viljendatud termodiinaamiline temperatuur ja t on temperatuur Celsiuse kraadides.

Tabel 1
Mostmismectod Aine Hinnanguline Hinnanguline Soovitatav
Tahke Vedelik korratavus reprodutseeritavus modtevahemik
Diinaamiline meetod Kergsulav Jah kuni 25 % kuni 25 % 10° Pa kuni
1-5% 1-5% 2% 10’ Pa,
2 x 10° Pa kuni
10° Pa
Staatiline meetod Jah Jah 5-10% 5-10% 10 Pa kuni
10° Pa,
1072 Pa kuni
10° Pa (1)
Isoteniskoopiline Jah Jah 5-10 % 5-10 % 10 Pa kuni
meetod 10° Pa
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1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Mostmismeetod Aine Hinnanguline Hinnanguline Soovitatay

Tahke Vedelik korratavus reprodutseeritavus modtevahemik
Efusioonmeetod: Jah Jah 5-20 % kuni 50 % 107 kuni 1 Pa
aururdhukaalud
Efusioonmeetod: Jah Jah 10-30 % — 107 kuni 1 Pa
Knudseni rakk
Efusioonmeetod: Jah Jah 5-30 % kuni 50 % 107'° kuni 1 Pa
isotermiline
termogravimeetria
Gaasikiillastusmeetod Jah Jah 10-30 % kuni 50 % 107" kuni

10° Pa

Poorleva kuuli Jah Jah 10-20 % — 107 kuni 0,5 Pa
meetod

() Mahtuvusmanomeetri kasutamise korral.

MOOTMISE POHIMOTE

Uldiselt maératakse aururdhku erinevatel temperatuuridel. Kitsas temperatuurivahemikus sdltub puhta aine auru-
rohu logaritm lineaarselt termodiinaamilisest temperatuurist vastavalt lihtsustatud Clapeyron-Clausiuse vdrrandile:

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

kus:

p = aururdhk, Pa,

AHv = aurustumissoojus, ]mol’l,

R = universaalne gaasikonstant, 8,314 Jmol 'K,

T = temperatuur, K.

STANDARDAINED

Standardaineid ei ole tingimata vaja kasutada. Neid on vaja eeskitt selleks, et aeg-ajalt kontrollida meetodi suut-
likkust ja vorrelda eri meetodite abil saadud tulemusi.

MEETODITE KIRJELDUS

Diinaamiline meetod (Cottrelli meetod)

Pohimate

Aururdhu mdairamiseks moddetakse aine keemistemperatuur erinevatel teadaolevatel rohkudel ligikaudu
10%-10° Pa vahemikus. Seda meetodit soovitatakse ka keemistemperatuuri madramiseks. Selleks saab k&nesolevat
meetodit kasutada kuni temperatuurini 600 K. Vedelikusamba hiidrostaatilise rohu tottu on vedeliku keemistem-
peratuur 3—4 cm siigavusel ligikaudu 0,1 °C kdrgem kui vedeliku pinnal. Cottrelli meetodi (4) puhul asetatakse ter-
momeeter aurudesse vedeliku pinna kohal ja keeval vedelikul lastakse pidevalt voolata iile termomeetri reservuaari.
Termomeetri reservuaar on pidevalt kaetud dhukese vedelikukihiga, mis on tasakaalus atmosfiarirdhul oleva au-
ruga. Seega vastab termomeetri néit tdelisele keemistemperatuurile, kusjuures médtmistulemus ei sisalda tilekuu-
menemisest voi hiidrostaatilisest rohust tingitud viga. Cottrelli poolt algselt kasutatud pump on kujutatud
joonisel 1. Katseklaasis A on keev vedelik. Pohja kiilge joodetud plaatinatraat soodustab iihtlast keemist. Kiilgto-
ru C on tthendatud piistjahutiga; pritsmekaitse D ei lase termomeetril E puutuda kokku kiilma kondensaadiga. Kui
vedelik katseklaasis A keeb, tdusevad lehtrisse sattunud mullid ja vedelik iiles ning suunatakse pumba F kahte haru
pidi termomeetri reservuaarile.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

Joonis 1 Joonis 2

N2 source

Cottrelli pump (4)

termopaar

anum vaakumi stabiliseerimiseks
manomeeter

vaakumpump

mdotmispunkt

T m Y9N E >

kiitteelement, ligikaudu 150 W
Madoteseade

Joonisel 2 on kujutatud suurt tipsust voimaldav mdoteseade, milles on kasutatud Cottrelli pohimatet. See kujutab
endast toru, mille alumises osas keeb vedelik, keskmine osa kujutab endast jahutit ning tilemises osas on vilju
misava ja ddrik. Cottrelli pump asub keemissektsioonis, mida kiitab elektriline padrunkuumuti. Temperatuuri moo-
detakse kaetud termopaari voi takistustermomeetri abil, mis on viidud torusse iilevalt labi darikliite. Vdljumisava
on ithendatud rdhu reguleerimise siisteemiga. See holmab vaakumpumpa, anumat vaakumi stabiliseerimiseks, ma-
nostaati, millest lastakse seadmesse rohu reguleerimiseks vajalikku limmastikku, ja manomeetrit.

Mootmise kdik

Aine viiakse keemissektsiooni. Kui tahke aine ei ole pulbri kujul, voib seejuures esineda raskusi, mille puhul mo-
nikord aitab jahutussirgi kuumutamine. Seade suletakse dérikliitega ja ainest eemaldatakse gaasid. Vahutavate aine-
te aururdhku ei saa selle meetodiga moota.

Seade reguleeritakse kdige madalamale vajalikule rohule ja liilitatakse sisse kiite. Samal ajal iihendatakse tempera-
tuuriandur registreerimisseadmega.

Kui piisival rohul registreeritakse piisiv keemistemperatuur, on saavutatud tasakaal. Eriti tuleb jilgida, et keemine
ei oleks tdukeline. Lisaks sellele peab jdlgima, et kondenseerumine jahutis oleks taielik. Kui méiratakse kergsulava
tahke aine aururdhku, tuleb jilgida, et jahuti ei ummistuks.

Pirast tasakaalupunkti registreerimist reguleeritakse seade korgemale rohule. Mootmisi jatkatakse samal viisil, kuni
saavutatakse rohk 10° Pa (aururdhk moddetakse kokku ligikaudu 5-10 tasakaalupunktis). Kontrolliks korratakse
mdodtmist tasakaalupunktides alaneva rohu jarjekorras.
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Staatiline meetod

Pohimate

Staatilise meetodi (5) puhul méiratakse termodiinaamilisele tasakaalule vastav aururdhk kindlaksméiratud tem-
peratuuril. See meetod sobib individuaalsete ainete ning mitmekomponendiliste vedelike ja tahkete ainete segude
puhul rdhuvahemikus 107! kuni 10° Pa ja, kui rakendatakse ettevaatusabindusid, ka rohuvahemikus 1-10 Pa.

Mooteseade

Mooteseade koosneb termostateeritud vannist (tipsus + 0,2 K), vaakumsiisteemiga ithendatud proovindust, ma-
nomeetrist ja rohu reguleerimise siisteemist. Proovindu (joonis 3a) thendatakse kraani ja nullindikaatorina kasu-
tatava diferentsiaalmanomeetri (sobiva manomeetrivedelikuga U-toru) kaudu vaakumsiisteemiga. Olenevalt
rohuvahemikust ja uuritava aine keemilistest omadustest vdib diferentsiaalmanomeetris kasutada elavhdbedat, si-
likoondlisid voi ftalaate. Keskkonnakaitse kaalutlustel tuleks elavhdbeda kasutamisest voimaluse korral hoiduda.
Uuritav aine ei tohi U-torus olevas vedelikus margatavalt lahustuda voi sellega reageerida. U-toru asemel voib ka-
sutada ka mdnda muud rohumddturit (joonis 3b). Normaalrshust kuni rhuni 10 Pa vdib manomeetrivedeliku-
na kasutada elavhdbedat; kui rohk on vahemikus 10-102 Pa, vdib kasutada silikoondlisid ja ftalaate. Rohul alla
10% Pa vdib kasutada ka muid r6humadtureid; kuumutatava membraaniga mahtuvusmanomeetrit voib kasutada
isegi rohul alla 107! Pa. Temperatuuri mdddetakse kas proovindu seina viliskiiljel voi proovindus.

Modtmise kdik

Kui kasutatakse joonisel 3a kujutatud modteseadet, tiidetakse U-toru selleks valitud vedelikuga, mis tuleb enne néi-
du registreerimist gaasidest korgendatud temperatuuri abil vabastada. Uuritav aine viiakse mddteseadmesse ja va-
bastatakse gaasidest madalal temperatuuril. Kui tegemist on mitmekomponendilise prooviga, peab temperatuur
olema piisavalt madal, et seejuures ei muutuks materjali koostis. Tasakaalu kiiremaks saavutamiseks vib proovi
segada. Proovi voib jahutada vedela limmastiku voi kuiva jadga, kuid seejuures tuleb jilgida, et dhk ja valjapum-
batav gaas ei kondenseeruks. Proovindu kohal oleva kraani avamisega ithendatakse ndu moneks minutiks vaa-
kuumsiisteemiga, et eemaldada dhk. Vajaduse puhul korratakse gaaside eemaldamist mitu korda.

Joonis 3a Joonis 3b

: uuritav aine

: aurufaas

. kdrgvaakumventiil

: U-toru
(abimanomeeter)

: rohuindikaator

: termostat. vann

: temperatuurimadtur

: vaakuumpump

: ventilatsioon/lammastik

L M=

. uuritav aine

. aurufaas

. kérgvaakumventiil
: rohumaodtur

: réhuindikaator

. termostat. vann

. temperatuurimddtur

W~

~N DO W=
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Kui proovi kuumutamise ajal on kraan suletud, siis aururdhk touseb. See muudab U-torus oleva vedeliku tasakaa-
luasendit. Selle kompenseerimiseks lastakse seadmesse limmastikku voi 6hku, kuni diferentsiaalrohu indikaator on
uuesti nullasendis. Selleks vajalik rohk loetakse manomeetrilt voi suurema tipsusega mddteriistalt. See rohk vas-
tab aine aururdhule modtmistemperatuuril. Kui kasutatakse joonisel 3b kujutatud modteseadet, voib aururdhu néi-
du lugeda otse seadmelt.

Aururdhk madratakse piisavalt viikeste temperatuurivahemike tagant kuni vajaliku korgeima temperatuurini (au-
rurdhk moddetakse kokku umbes 5-10 tasakaalupunktis).

Kontrolliks korratakse néitude registreerimist madalal temperatuuril. Kui kordamisel saadud vaartused ei lange kok-
ku temperatuuri tdstmisel saadud koveraga, voib pohjuseks olla tiks jargmistest asjaoludest:

i)  proov sisaldab ikka veel dhku (nt suure viskoossusega materjalide puhul) voi kuumutamisel eraldunud ma-
dala keemistemperatuuriga aineid;

ii)  uuritavas temperatuurivahemikus toimub ainega keemiline reaktsioon (nt lagunemine voi poliimerisatsioon).

Isoteniskoopiline meetod

Pohimate

Isoteniskoop (6) to6tab staatilise meetodi pShimattel. Proov viiakse termostateeritud kolbi, mis on ithendatud ma-
nomeetri ja vaakumpumbaga. Uuritavast ainest kergemini lenduvad lisandid eemaldatakse degaseerimisega alaro-
hul. Proovi aururdhk valitud temperatuuril tasakaalustatakse inertse gaasi rohuga, mille vddrtus on teada.
Isoteniskoop tootati vilja teatavate vedelate siisivesinike aururdhu méddramiseks, kuid ta sobib ka tahkete ainete
uurimiseks. Harilikult ei sobi kdnesolev meetod mitmekomponendiliste siisteemide puhul kasutamiseks. Mittelen-
dugaid lsisandeid sisaldavate proovide korral on modtmistulemuste viga vdike. Soovitatav maaramisvahemik on
10°-10° Pa.

Modteseade

Modteseadme ndidis on esitatud joonisel 4. Seadme téielik kirjeldus on standardis ASTM D 2879-86 (6).

Maootmise kdik

Vedelate ainete puhul on diferentsiaalmanomeetri vedelikuks uuritav aine ise. Isoteniskoopi viiakse vedelikukogus,
mis on kiillaldane reservuaari ja manomeetri lithikese haru tiitmiseks. Isoteniskoop ithendatakse vaakumsiistee-
miga, sellest eemaldatakse dhk ning see tdidetakse seejirel limmastikuga. Siisteemist gaasi véiljapumpamist ja siis-
teemi tditmist limmastikuga korratakse kaks korda, et eemaldada kogu hapnik. Tiidetud isoteniskoop asetatakse
horisontaalselt, nii et proov valgub Shukese kihina reservuaaris ja manomeetris laiali. Rhk siisteemis langetatak-
se 133 paskalini ja proovi kuumutatakse ettevaatlikult, kuni see hakkab keema (seda tehakse lahustunud gaaside
kdrvaldamiseks). Isoteniskoop asetatakse seejirel nii, et proov voolab tagasi reservuaari ja tdidab manomeetri lii-
hikese haru. Réhku hoitakse 133 Pa juures. Proovireservuaari viljavenitatud tippu kuumutatakse viikesel leegil,
kuni proovi aurud kiillaldaselt paisuvad ning suruvad osa proovist reservuaari iilaosast ja manomeetri lithikesest
harust manomeetri iilejadnud ossa, nii et tekib auruga tdidetud limmastikuvaba ruum. Isoteniskoop paigutatakse
secjdrel termostateeritud vanni ja limmastiku rohk vordsustatakse proovipoolse ruumi rohuga. Tasakaaluolekus
on limmastiku rohk vordne aine aururdhuga.
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Joonis 4

. rohu reguleerimine

. toru valislabimééduga 8 mm

. kuiv Idammastik survestatud sisteemis
. uuritava aine aur

. vaike tipp

. vedel proov

Mmoo Q>

(mdodtmed on millimeetrites)

Tahkete ainete puhul kasutatakse rohust ja temperatuurivahemikust olenevalt selliseid manomeetrivedelikke, nagu
silikoondlid ja ftalaadid. Gaasidest vabastatud manomeetrivedelik viiakse isoteniskoobi pikal harul olevasse laie-
masse ossa. Uuritav tahke aine pannakse proovikolbi ja vabastatakse gaasidest kdrgendatud temperatuuril. Seejdrel
kallutatakse isoteniskoopi nii, et manomeetrivedelik voolab U-torusse.

Efusioonmeetod: aururdhukaalud (7)

Pohimate

Uuritava aine proovi kuumutatakse viikeses ahjus ja asetatakse vakumeeritud klaaskupli alla. Ahi on kaetud kaa-
nega, milles on véikesed teadaoleva 1dbimddduga avad. Uhest avast véljuv aine aur juhitakse sama vakumeeritud
klaaskupli all asuva korgtundliku kaalu kausile. Méne seadmetiiiibi puhul asub kaalukauss kiilmkambris, mis ta-
gab soojuse hajumise véljapoole soojusjuhtivuse teel; kaalukauss jahtub soojuskiirguse arvel ja avast viljuv aur kon-
denseerub kaalukausil. Aurujoa impulss toimib kaalukausile mdjuva jduna. Aururdhu voib arvutada kahel viisil:
kas otse kaalukausile mdjuva jou pdhjal vdi aurustumiskiiruse alusel, kasutades Hertz-Knudseni valemit (2):

kus:

G = aurustumiskiirus (kgs~'m™?),

M = molaarmass (gmol’l),

T = temperatuur (K),

R = universaalne gaasikonstant (jmol'K™"),
p = aururdhk (Pa).

Soovitatav miiramisvahemik on 10> kuni 1 Pa.
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1.5.5.1.

1.5.5.2.

Maooteseade

Seadme iildpShimdte on esitatud joonisel 5.

alusplaat
magnetelektriline seade
klaaskuppel

kaalud ja kaalukauss

g 0w o>

vaakumimodtur

Efusioonmeetod: Knudseni rakk

Pohimate

Joonis 5

m

T o=

—

killmkamber ja jahutuslatt
aurustusahi

Dewari anum vedela limmastikuga
proovi temperatuuri mootur

uuritav proov

Meetodi aluseks on kdrgvaakumi tingimustes Knudseni raku (8) mikroavast ajaithikus auruna véljuva uuritava aine
massi mddramine. Valjavoolanud auru massi voib leida kas raku massi vihenemise médramise kaudu voi auru ma-
dalal temperatuuril kondenseerimise ja lendunud ainekoguse kromatograafilise maaramisega. Aururéhk arvuta-
takse Hertz-Knudseni vorrandi abil (vt punkt 1.5.4.1), kasutades seadme parameetritest sltuvat parandustegurit (9).
Soovitatav aururdhu vahemik on 107'° kuni 1 Pa (10, 11, 12, 13, 14).

Maddteseade

Seadme ildpShimdte on esitatud joonisel 6.
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1.5.6.1.

Joonis 6

AR A A+ W, W W W W Y

1: tthendus vaakumsiisteemiga 7: keermega kaas
2: pesad plaatina-takistustermomeetri voi 8: liblikmutrid
temperatuuri modtmise ja reguleerimise seadme
jaoks
3: vaakummahuti kaas 9: poldid
4: O-rdngas 10: roostevabast terasest efusioonirakud
5: alumiiniumist vaakummahuti 11: padrunkuumuti
6: efusioonirakkude paigaldamise ja eemaldamise

seade

Efusioonmeetod: isotermiline termogravimeetria

Pohimate

Meetod pohineb uuritava aine kiirenenud aurustumise maaramisel kdrgendatud temperatuuril ja normaalrdhul ter-
mogravimeetria abil (10, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Aurustumiskiiruse v; médramiseks hoitakse uuritavat ainet ae-
glaselt voolava inertgaasi atmosfdidris kindlaksmédratud isotermilisel temperatuuril T (kelvinites) ja jélgitakse
vajaliku ajavahemiku jooksul, kuidas viheneb ainckoguse mass. Aururdhud p; arvutatakse vy véirtuste pohjal, ka-
sutades aururdhu logaritmi ja aurustumiskiiruse logaritmi lineaarset seost. Vajaduse korral voib tulemused ekstra-
poleerida temperatuuridele 20 ja 25 °C, rakendades regressioonanaliiiisi koordinaatides log p vs. 1/T. See meetod
sobib ainete puhul, mille aururdhk on 107'° Pa (107! mbar) ja puhtusaste on v&imalikult lihedane 100 protsen-
dile, et valtida mdddetava massi vihenemise ekslikku tdlgendamist.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Maooteseade

Modteseadme iildpohimdte on esitatud joonisel 7.

Joonis 7
Mikrokaalud
Gaasiline No
atmosfagrirohul —~_ |}
= || !
11
I
l
: A5 |
Reguleeritav Voolukulumootur Ahi
kraan —
.“""‘-.
o Klaasplaat proovi
Sorrﬁsmonls-ﬁln‘l | | pealekandmiseks

g Reguleeritav \

kraan Imipum
Mitmekordse valgus-tokkeslsteemiga I\sekir?uata'a e
pidevvoolumddtur R

Proov kandeplaadil, mis ripub mikrokaalul reguleeritava temperatuuriga kambris, asub kuiva limmastiku voolus,
mis kannab uuritava aine aurustunud molekulid dra. Kambrist viljuv gaas puhastatakse sorptsiooniseadmes.

Maootmise kdik

Uuritav aine kantakse iihtlase kihina karestatud klaasplaadi pinnale. Tahke aine puhul niisutatakse plaat iihtlaselt
aine lahusega sobivas lahustis ja kuivatatakse inertgaasi atmosfadris. Ainekihiga klaasplaat riputatakse modtmiste
tegemiseks termogravimeetrilisse analiisaatorisse ja moddetakse pidevalt klaasplaadi massi vahenemist ajas.

Aurustumiskiirus v kindlaksméératud temperatuuril arvutatakse proovi massi vihenemise Am alusel jargmise va-
lemi abil:

kus F on klaasplaati katva aine pindala (tavaliselt vordne klaasplaadi pindalaga) ja t on aeg, mille jooksul mass
vihenes.

Aururdhk py arvutatakse aurustumiskiirust vy viljendava funktsiooni alusel:

log pr = C + D log vy

kus C ja D on katseseadet iseloomustavad konstandid, mis olenevad modtekambri labimoddust ja gaasivoo kiiru-
sest. Need konstandid madratakse iiks kord, modtes teadaoleva aururhuga ainete seeria aurustumiskiirused ja ka-
sutades regressioonanaliiiisi log py vs. log v (11, 21, 22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Aururdhu py ja kelvinites valjendatud temperatuuri T vahelist seost kajastab vorrand

logpr=A+B1/T

kus A ja B on regressioonseosest log pr vs. 1/T saadud konstandid. Selle vorrandi alusel saab arvutada aururohu
mis tahes muu temperatuuri juures ekstrapoleerimise teel.

Gaasikiillastusmeetod (23)

Pohimate

Ule voi l4bi uuritava aine proovi voolutatakse toatemperatuuril inertgaasi teadaoleva piisavalt viikese kiirusega, mis
tagab gaasi kiillastumise. Gaasifaasi kiillastamine on véga tihtis. Kaasa kandunud aine kogutakse, kasutades ptiii-
durina enamasti sorbenti, ja médratakse selle kogus. Auru ptiidmise ja edasise analiiiisi alternatiivina voib kaasa
kandunud materjali koguse maaramiseks kasutada ka jarjestikku ithendatud analiiisiseadet, nditeks gaasikroma-
tograafi. Aururdhu arvutamisel eeldatakse, et siisteem jdrgib ideaalse gaasi olekuvdrrandit ja gaasisegu iildrohk on
vordne komponentgaaside réhkude summaga. Uuritava aine partsiaalrohu ehk aururéhu arvutamisel lahtutakse
teadaolevast gaasi ruumalast ja kaasa kantud materjali massist.

Gaasikiillastusmeetod on rakendatav nii tahkete kui ka vedelate ainete korral. Seda voib kasutada ka madalal rohul
kuni 107'° Pa (10, 11, 12, 13, 14). Kdnesolev meetod on kdige usaldusvairsem aururdhul alla 10® Pa. Aururdhul
iile 10° Pa saadakse tavaliselt digetest suuremad vaartused, mis on tdenioliselt tingitud aerosooli tekkimisest. Kuna
aururbhu modtmised tehakse toatemperatuuril, ei ole vaja ekstrapoleerida korgetel temperatuuridel saadud and-
meid; sellega vilditakse sageli tdsiseid vigu pohjustavat ekstrapoleerimist korgetelt temperatuuridelt.

Madoteseade

Modtmiseks on vaja konstantse temperatuuriga kambrit. Joonisel 8 oleval skeemil on kamber, milles on kolm hoid-
lit tahketele proovidele ja kolm hoidlit vedelatele proovidele; see voimaldab teha tahke voi vedela prooviga kolm
analiiiisi. Temperatuuri reguleeritakse % 0,5 °C voi suurema tipsusega.

Joonis 8
Isoleeritud kamber
e Lep N, suundub
~{ {7 Ventilaator ~ {2~ voolukulumddturisse
N, siSSevool —m ——— ' =y
| &< | ] =< |
- J
Tahke proovi ja
sorbendi hoidel Ll
500 =
—& - roJo]0} UI_‘ =
o0 0
Vedela proovi ja m,'
L ® - sorbendi hoidel_) L
Spiraalne vasest I
soojusvaheti
L ® ) L
Ventiil voolu tapseks |-| r‘
reguleerimiseks Kolmikkraan \N; valjavool
-

Uldiselt kasutatakse inertse kandegaasina limmastikku, kuid mdnikord on vaja kasutada ka muid gaase (24). Kan-
degaas peab olema kuiv. Gaasivoog jaotatakse kuueks vooks, mida reguleeritakse ndelventiilide abil (ava 1abimoot
ligikaudu 0,79 mm); need vood juhitakse 3,8 mm siselabim66duga vasktorude kaudu kambrisse. Parast tempera-
tuuri tasakaalustumist 1abib gaas proovi ja sorbentpiiiinise ning valjub kambrist.
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Tahke proov asetatakse 5-millimeetrise siselabimddduga klaastorusse klaasvillast korkide vahele (vt joonis 9). Joo-
nisel 10 on ndidatud vedela proovi hoidel ja sorptsioonisdlm. Vedeliku aururdhu modtmised on kdige paremini
reprodutseeritavad, kui vedelik kantakse klaashelmestele voi monele muule inertsele sorbendile, nagu ranidioksiid,
ning hoidel tdidetakse selliselt kaetud helmestega. Alternatiivina voib kandegaasi voolutada labi jimeda friti voi bar-
boteerida uuritava vedelikuga tdidetud kolonni kandegaasiga.

Joonis 9 Joonis 10

N, véljavool

N, véljavool

T . N, sissevool
Sorbent ™ Klaasvill H
5
]
]
n

H Klaas/helmed
Sorbenditoru H SESUEIe
| gsiselébiméﬁt | s 120 mm
5= Klaasvill mm) i H
- ]
m ]
= ]
Tahke aine Ei L H
- H H
P L] A A
Klaasvill
<— Tilgapuudur
N sissevool

Sorptsioonisdlmes on eel- ja jireladsorptsiooni sektsioon. Viga madala aururdhu puhul voib olla tdsiseks problee-
miks adsorptsioon proovi ning adsorbendi vahel oleval klaasvillal ja klaastorudel, kusjuures sorbendile jddb ainult
viike kogus uuritavat ainet.

Tohus viis aurustunud materjali kogumiseks on kasutada siisihappelumega jahutatavat piiiidurit. Selline piiiidur ei
avalda vasturdhku kiillastuskolonnile ja sellest on kerge piiiitud materjali kvantitatiivselt eemaldada.

Madotmise kdik

Kandegaasi voolukiirust mdddetakse toatemperatuuril. Voolukiirust kontrollitakse katse ajal sageli, et tagada kan-
degaasi iildmahu dige méddramine. Parem on seda massivoolumddturi abil pidevalt mdota. Gaasifaasi kiillastumi-
seks peab kokkupuuteaeg olema kiillalt pikk ja gaasivoolu kiirus viike (25).

Katse 1opus analiiiisitakse eel- ja jireladsorptsiooni sektsiooni eraldi. Kummastki sektsioonist desorbeeritakse uu-
ritav aine lahusti abil. Saadud lahuseid analiiisitakse kvantitatiivselt kummastki sektsioonist desorbeeritud massi
miiramiseks. Analiiiisimeetodi (ja ka sorbendi ja desorbeeriva lahusti) valik oleneb uuritavast ainest. Desorptsioo-
ni tdielikkuse mddramiseks kantakse teadaolev kogus uuritavat proovi sorbendile, desorbeeritakse, ja maaratakse
aine saagis. Desorptsiooni tdhusust on vaja kontrollida samal voi ligikaudu samal uuritava proovi kontsentratsioo-
nil, mis esineb mo6tmise puhul.

Tagamaks, et kandegaas on uuritava ainega kiillastunud, kasutatakse kolme erinevat gaasivoolu kiirust. Kui arvu-
tatud aururdhk ei olene voolukiirusest, peetakse kandegaasi kiillastunuks.
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1.5.8.2.

2.1.

Aururdhk arvutatakse jargmise valemi abil:

W RT
= X —
P V M
kus:
p = aururdhk (Pa),
W = aurustunud uuritava aine mass (g),
V = kiillastunud kandegaasi maht (m?),
R = universaalne gaasikonstant, 8,314 (jmol 'K,
T = temperatuur (K),
M = uuritava aine molaarmass (gmol ™).

Moddetud mahu véddrtusi on vaja parandada, et arvestada rohu ja temperatuuri erinevusi voolumodturis ja
kiillastuskolonnis.

Poorleva kuuli meetod
Pohimate

Selle meetodi puhul kasutatakse poorleva kuuli pshimottel tootavat viskoossusmodturit, mille mdodteelement on
magnetviljas holjuv vdike teraskuul, mis pannakse poorlevate magnetviljade abil poorlema (26, 27, 28). Kuuli
poorlemiskiirust saab modta andurmahiste abil. Kui kuul on joudnud ettendhtud poorlemiskiiruseni (tavaliselt
umbes 400 pooret sekundis), lopetatakse edasine kiirendamine ja kuuli poorlemine hakkab hoordumise tottu gaa-
sikeskkonnas aeglustuma. Moddetakse poorlemiskiiruse vahenemise soltuvust ajast. Aururdhk tuletatakse teras-
kuulikese podrlemiskiiruse vihenemisest, mis oleneb rdhust. Soovitatav méiramisvahemik on 107* kuni 0,5 Pa.

Maodteseade

Katseseadme skeem on esitatud joonisel 11. Modtepea asetatakse 0,1 °C tdpsusega termostateeritavasse kambrisse.
Proovindu paigutatakse 0,1 °C tdpsusega termostateeritud eraldi kambrisse ning seadme koiki iilejadnud osi hoi-
takse kondensatsiooni viltimiseks korgemal temperatuuril. Kogu seade on ithendatud kdrgvaakumsiisteemiga.

Joonis 11

i e L s
2
E
ﬁ f A: pddrleva kuuliga mddtepea
A 7 B: proovinGu
1 7 C: termostaat
| ] % D: vaakumsiisteem (turbopump)
] E: 6hktermostaat
e
cy Y - %
] 5 %
— /] 7 7 7

MOOTMISANDMED JA MOOTMISPROTOKOLLI KOOSTAMINE

MOOTMISANDMED

Mis tahes eespool kirjeldatud meetodi kasutamise puhul madratakse aururdhk vidhemalt kahel temperatuuril.
Aururdhu sdltuvuse lineaarsuse kontrollimiseks tuleks eelistada aururéhu maaramist kolmel voi enamal tempera-
tuuril vahemikus 0-50 °C. Efusioonmeetodite (Knudseni rakk ja isotermiline termogravimeetria) ning gaasikiillas-
tusmeetodi korral on temperatuurivahemiku 0-50 °C asemel soovitatav modta aururdhud vahemikus 120-150 °C.
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2.2.

MOOTMISPROTOKOLL

Moaotmisprotokollis esitatakse jargmine teave:

kasutatud meetod;

aine tdpne iseloomustus (identifitseerimiseks vajalikud andmed, lisandid) ja eelneva puhastusetapi kirjeldus
(kui ainet puhastati);

vihemalt kaks, parem aga kolm vdi enam aururdhu ja temperatuuri véartust vahemikus 0-50 °C (voi
120-150 °C);

kui see valitud meetodi puhul on tehniliselt voimalik, peaks vahemalt tiks temperatuur olema 25 °C voi
madalam;

koik originaalandmed;
kover log p versus 1/T;

hinnanguline aururdhu vaartus 20 voi 25 °C juures.

Kui esineb aine oleku muutusi (agregaatoleku muutumine, lagunemine), margitakse jirgmine teave:

muutuse laad;
atmosfadrirdhule vastav temperatuur, mille juures muutus toimub;

aururdhk 10 ja 20 °C allpool olekumuutuse temperatuuri ning 10 ja 20 °C iilalpool seda temperatuuri (vilja
arvatud juhtum, kui agregaatolek muutub tahkest gaasiliseks).

Registreerida tuleb koik tulemuste tdlgendamist mojutavad andmed ja tahelepanekud, eriti sellised, mis kasitlevad
lisandeid ja aine fiiiisikalist olekut.
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Hindamismeetod

SISSEJUHATUS
Hinnangulisi aururdhu véirtusi voib kasutada jargmistel juhtudel:
—  sobiva katsemeetodi valimiseks;

— hinnangu voi piirvédirtuse andmiseks juhtudel, kui tehnilistel pohjustel ei saa mddtmismeetodeid rakendada.

HINDAMISMEETOD

Vedelike ja tahkete ainete aururhu hindamiseks voib kasutada teisendatud Watsoni korrelatsiooni (a). Ainus selleks vajalik
eksperimentaalselt maaratav viirtus on keemistemperatuur normaalrdhul. Meetod on rakendatav rohuvahemikus 10° kuni
107° Pa.

Meetodi iiksikasjalik kirjeldus on esitatud viljaandes ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b). Vt ka OECD
Environmental Monograph No. 67 (c).

ARVUTUSKAIK

Aururdhk arvutatakse jirgmise valemi abil:

m
e
InP, = Ai?T - 2m(3 o] I
A ° b b
T,

kus:
T = aururdhu hindamise temperatuur,
T, = keemistemperatuur normaalrdhul,
P, = aururdhk temperatuuril T,
AH,, = aurustumissoojus,
AZ, = kokkusurutavustegur (hinnanguliselt 0,97),
m = empiiriline konstant, mis oleneb aine fuiiisikalisest olekust aururdhu hindamise temperatuuril.

Kasutatakse ka valemit

AH

=K,(8.75+R1InT,)
b

kus K. on aine polaarsust arvestav empiiriline tegur. Rea ithendiklasside K -tegurid on esitatud publikatsioonis (b).

Sageli on olemas andmed keemistemperatuuri kohta madalamal rdhul. Sellisel juhul arvutatakse aururdhk jargmiselt:

AH,, T\"T, T
InP, =InP, + 1-13-2—| =-2m(3-2—
» AZ,RT, T/ T T

kus T, on keemistemperatuur madalamal rohul P;.
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PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Kui kasutatakse hindamismeetodit, tuleb protokollis esitada tdielik arvutuskaik.
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b) Lyman, W.J., Reehl, W.F., Rosenblatt, D.H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation Methods, McGraw-Hill.

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

1.2.

1.3.

1.4.

II LISA

A.22. KIUDUDE PIKKUSE JARGI KAALUTUD GEOMEETRILINE KESKMINE DIAMEETER

MEETOD

SISSEJUHATUS

See meetod kirjeldab protseduuri lahtiste keemiliste mineraalkiudude (MMMF, Man Made Mineral Fibres) pikkuse
jargi kaalutud geomeetrilise keskmise diameetri (LWGMD, Length Weighted Geometric Mean Diameter) mddtmi-
seks. Kuna kogumi LWGMD on 95 % tdendosusega proovi 95 % usalduspiiride vahel (LWGMD # kaks standard-
viga), asub esitatud vdartus (testvddrtus) proovi madalamal 95 % usalduspiiril (st LWGMD — kaks standardviga).
Meetod pohineb 1994. aasta juunis uuendatud HSE t66stusprotseduuri kavandil, mis kooskdlastati ECFIA ja HSE
kohtumisel Chesteris 26. septembril 1993 ja mida arendati edasi teise laboritevahelise katse jaoks ja selle pohjal
(1, 2). Seda mddtmismeetodit saab kasutada selliste lahtiste ainete voi toodete kiudiameetri iseloomustamiseks,
mis sisaldavad MMMFisid, kaasa arvatud tulekindlad keraamilised kiud (RCF, refractory ceramic fibres), keemilised
klaaskiud (MMVF, man-made vitreous fibres), kristallilised ja poliikristallilised kiud.

Pikkuse jirgi kaalumine on viis kompenseerida diameetri jaotumist, mida pdhjustab pikkade kiudude murdumi-
ne materjalist proovi votmisel voi materjali kdsitsemisel. Geomeetrilist statistikat (geomeetrilist keskmist) kasu-
tatakse MMMFide diameetri suuruse jargi jaotumise mdotmiseks, kuna nende diameetrite jaotus suuruse jargi on
tavaliselt lihedane logaritmilisele normaaljaotusele.

Nii pikkuse kui diameetri md6tmine on tiiiitu ja aegandudev, aga kui moddetakse vaid neid kiudusid, mis puu-
dutavad 16pmatult peenikest riba skaneeriva elektronmikroskoobi (SEM) vaateviljas, siis on antud kiu valimise
toendosus vordeline selle pikkusega. Kuna sellega voetakse arvesse pikkust pikkuse jirgi kaalumise arvutustes,
on ainus ndutav mdotmine diameetri mdotmine ja ,LWGMD - kaks standardviga” voib arvutada kirjeldatud
viisil.

MOISTED

Partikkel — objekt, mille pikkuse-laiuse suhe on vihem kui 3:1.

Kiud - objekt, mille pikkuse-laiuse suhe (formaadisuhe) on vihemalt 3:1.

RAKENDUSALA JA PIIRANGUD

Meetod on mdeldud vaatlemaks diameetri jaotumisi, keskmise diameetriga alates 0,5 pm kuni 6 pm. Suuremaid
diameetreid voib moota, kasutades viiksemaid SEMi suurendusi, kuid meetodi tdpsus viheneb peenemate kiu-
dude jaotuste puhul ja kui keskmine diameeter on alla 0,5 pm, soovitatakse mootmist TEMiga (transmissiooni
elektronmikroskoop).

Katsemeetodi pohimdte

Kiu kihist voi lahtisest kiumassist vdetakse mitu representatiivset siidamikuproovi. Lahtiste kiudude pikkust vi-
hendatakse purustava protseduuri abil ja representatiivne osaproov hajutatakse vees. Eraldatakse alikvoodid ja
filtreeritakse need ldbi 0,2 pm poorisuurusega politkarbonaadifiltri ja valmistatakse ette uurimiseks SEMi tehni-
kate abil. Kiu diameeter mdddetakse 10 000-kordse vdi suurema ekraanisuurendusega, (') kasutades erapooletu
keskmise diameetri hinnangu andmiseks liini katkestamise meetodit. Arvutatakse madalam 95 % usaldusvahe-
mik (mis pohineb ithepoolsel testil), et anda hinnang materjali kiudiameetri geomeetrilise keskmise vaikseima
véirtuse kohta.

(") See suurendusviirtus kehtib 3 um kiu puhul, 6 pm kiu puhul véib 5 000-kordne suurendus olla sobivam.
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Katsemeetodi kirjeldus

Turvalisus/ettevaatusabindud

Isiklikku kokkupuudet 6hus sisalduvate kiududega tuleks minimeerida ja kuivkiudude kasitsemisel tuleks kasu-
tada tdmbekappi voi laminaarboksi. Kontrollmeetodite tShususe kindlaksmairamiseks tuleks labi viia korrapa-
rast isikliku kokkupuute seiret. MMMFide kisitsemisel tuleb nahairrituse vidhendamiseks ja ristsaastumise
drahoidmiseks kanda ithekordselt kasutatavaid kindaid.

Seadmed|vahendid

—  Press ja pressvormid (voimelised tekitama 10 MPa).

— 0,2 pm poorisuurusega politkarbonaat-kapillaarfiltrid (25 mm diameetriga).

— 5 pm poorisuurusega tselluloos-ester membraanifilter tugifiltrina kasutamiseks.

— Klaasist filtreermisseadmed (vi ithekordselt kasutatavad filtreerimissiisteemid) 25 mm diameetriga filtrite-
le (nt Milliporei klaasist mikroanaliiiisikomplekt, tiitip nr XX10 025 00).

—  Virskelt destilleeritud vesi, mis on mikroorganismide eemaldamiseks lastud ldbi 0,2 pm poorisuurusega
filtri.

—  Pihusti kuld- voi kuld/pallaadiumotsaga.

—  Skaneeriv elektronmikroskoop lahutamisvoimega kuni 10 nm ja 10 000-kordse suurendusega.

—  Muu: spaatlid, tiitip 24, skalpellitera, pintsetid, SEMi torud, siisinikliim voi siisinikteip, kolloidhdbe.

—  Ultrahelisond v&i lauale asetatav ultrahelivann.

—  Siidamiku proovivétuvahend voi korgipuur siidamikuproovide votmiseks MMMFide kihist.

Katsemenetlus

Proovivotmine

Mineraalvilla ja villaku puhul kasutatakse ristldikest proovide votmisel 25 mm siidamikuproovide votmise va-
hendit v&i korgipuuri. Proovid peaksid olema vordselt jaotatud kihi laiuse ulatuses voi vdetud suvalistest koh-
tadest, kui kieparast on pikki kihte. Samade vahendite abil on vdimalik eraldada juhuslikke proove lahtisest kiust.
Voimaluse korral tuleks ruumiliste variatsioonide peegeldamiseks lahtises materjalis vétta kuus proovi.

Kuus siidamikuproovi purustatakse 50 mm libimddduga vormis 10 MPa juures. Materjal segatakse spaatliga ja
pressitakse uuesti 10 MPa juures. Seejirel voetakse materjal vormist vilja ja sdilitatakse seda suletud klaaspudelis.

Proovi ettevalmistamine

Orgaanilist sideainet saab vajaduse korral eemaldada, asetades kiu umbes tunniks 450 °C sulatusahju.

Proovi jaotamiseks vormitakse see koonuseks ja 1digatakse see neljaks (seda tuleks teha tolmukapis).

Spaatli abil lisatakse viike hulk (< 0,5 g) proovist 100 ml vérskelt destilleeritud veele, mis on lastud 14bi 0,2 pm
membraaniga filtri (alternatiivina voib kasutada ultrapuhast vett muudest allikatest, kui need vastavad nduetele).
Proov hajutatakse pdhjalikult ultrahelisondi abil 100 W vdimsuse juures ja seda pooratakse nii, et tekiks kavi-
tatsioon. (Kui sondi pole kdeparast, kasutada jargmist meetodit: proovi raputatakse ja pooratakse korduvalt tim-
ber 30 sekundi jooksul; hoitakse viis minutit lauale asetatavas ultrahelivannis; seejarel raputatakse ja pooratakse
korduvalt veel 30 sekundi jooksul).
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Kohe parast kiu hajutamist eemaldatakse teatud arv alikvoote (niit kolm 3, 6 ja 10 ml alikvooti), kasutades laia-
suulist pipetti (2-5 ml mahutavusega).

Iga alikvoot vaakumfiltreeritakse ldbi 0,2 pm politkarbonaatfiltri, mida toetab 5 pm poorisuurusega MEC-
tugifilter, kasutades 25 mm klaasist filterlehtrit silindrilise mahutiga. Umbkaudu 5 ml filtreeritud destilleeritud
veest tuleks asetada lehtrisse ja alikvoot aeglaselt vette pipettida, hoides pipetiotsa allpool meniskit. Peale pipet-
timist tuleb pipett ja veemahuti pohjalikult 1dbi loputada, kuna peenikesed kiud kipuvad jddma pinnale.

Filter eemaldatakse hoolikalt ja eraldatakse see tugifiltrist enne mahutisse kuivama asetamist.

Filtreeritud osast 1digatakse veerand vdi pool tiitip 24 skalpelliga edasi-tagasi liigutuste abil. Loigatud osa kinni-
tatakse ettevaatlikult SEMi esemelaua kiilge siisinikteibi voi siisinikliimi abil. Kolloidhobedat tuleks lisada vihe-
malt kolme kohta, et parandada elektrilist kontakti filtri ja esemelaua dartel. Kui liim/kolloidhdbe on kuiv,
pihustada proovi pinnale umbes 50 nm kulla voi kulla/pallaadiumi kiht.

SEMi kalibreerimine ja kasutamine

Kalibreerimine

SEMi kalibreerimist tuleks kontrollida vihemalt kord nddalas (ideaaljuhul kord paevas), kasutades sertifitseeritud
kalibreerimisvoret. Kalibreerimist tuleks kontrollida sertifitseeritud standardi alusel ja kui mdddetud véirtus
(SEM) ei jdd + 2 % sisse sertifitseeritud védrtusest, siis tuleb SEM-kalibreerimist kohandada ja uuesti kontrollida.

SEM peaks olema vdimeline lahendama vihemalt minimaalselt ndhtava diameetri 0,2 pm, kasutades tegelikku
proovimaatriksit, 2 000-kordse suurendusega.

Kasutamine

SEM peaks tootama 10 000-kordse suurenduse (*) juures tingimustel, mis annavad hea lahutusvoime lubatava
kujutise aeglasel skaneerimiskiirusel, niiteks 5 sekundit kaadri kohta. Kuigi erinevate SEMide kasutamisnduded
voivad varieeruda, tuleks suhteliselt viikese aatommassiga materjalide korral iildiselt parima nihtavuse ja reso-
lutsiooni saavutamiseks kasutada kiirendavat pinget 5-10 keV, viikest laotuspunkti seadistust ja lithikest t60-
kaugust. Lineaarse skaneerimise puhul tuleb kasutada 0° kallet, et minimeerida refokuseerimine, voi kui SEMil
on vdimalik kohaldada korgust, tuleks kasutada kohaldatud korgusega tookaugust. Voib kasutada viiksemat suu-
rendust, kui materjal ei sisalda viikseid (vdikese diameetriga) kiude ja kiudude diameeter on suur (> 5 pm).

Suuruse jdrgi sorteerimine

Viikese suurendusega uurimine proovi hindamiseks

Algselt tuleks proovi uurida viikese suurendusega, et otsida tdendust suurte kiudude pundarde kohta ning hin-
nata kiutihedust. Juhul kui moodustub liiga palju puntraid, on soovitatav ette valmistada uus proov.

Statistilise tdpsuse jaoks on vaja modta miinimumarv kiude ja suur kiutihedus v6ib tunduda soovitav, kuna tith-
jade viljade uurimine on aegandudev ega oma analiiisi jaoks vaartust. Kui aga filter on iile koormatud, muutub
koigi mdddetavate kiudude modtmine siiski raskeks, ja kuna viikesed kiud voivad jadda suuremate varju, voivad
need jddda kahe silma vahele.

Kalduvus LWGMD iilehindamisele voib tuleneda kiutihedustest enam kui 150 kiudu millimeetri kohta lineaarse
sammu puhul. Teisest kiiljest pikendab viike kiukontsentratsioon analiiiisi aega ja sageli on moistlikum valmis-
tada ette proov, mille kiutihendus on ldhedasem optimaalsele, kui jatkata madala kontsentratsiooniga filtrite loen-
damist. Optimaalne kiutihedus peaks andma keskmiselt iiks voi kaks loendatavat kiudu vaatevilja kohta 5 000-
kordse suurendusega. Siiski sdltub optimaalne tihedus kiudude suurusest (diameetrist), nii et on vajalik, et
operaator kasutaks teatavat eksperdihinnangut otsustamaks, kas kiu tihedus on optimaalse ldhedane voi mitte.

(") 3 pm kiudude korral vt eelmist markust.
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Kiu diameetri kaalumine pikkuse jargi

Loendatakse vaid kiude, mis puudutavad (Idpmatult) peenikest SEMi ekraanile tdommatud joont (vdi 1dikuvad sel-
lega). Selleks on ekraani keskele tdommatud horisontaalne (vdi vertikaalne) joon.

Alternatiivina voib ekraani keskele asetada tiksiku punkti ja alustada pidevat skaneeringut ithes suunas iile filtri.
Moddetakse ja salvestatakse iga sellise kiu diameeter, mille formaadisuhe on suurem kui 3:1 ja mis puudutab voi
iiletab seda punkti.

Kiudude sorteerimine suuruse jargi

Soovitav on mddta minimaalselt 300 kiudu. Iga kiudu moddetakse ainult korra ja selles punktis, kus ta 16ikub
kujutisele paigutatud joone vdi punktiga (v6i 16ikumiskoha lihedal, kui kiu servad on higused). Kui leidub eba-
iihtlase poikldikega kiude, tuleks kasutada modtmist, mis vastab kiu keskmisele diameetrile. Hoolikas tuleb olla
kiuservade maaratlemisel ja nendevahelise lithima kauguse modtmisel. Sorteerimist voib labi viia on-line voi off-
line salvestatud kujutistel v6i fotodel. Soovitatav on kasutada poolautomatiseeritud kujutise moddtmise siisteeme,
mis laadivad andmed otse arvutustabelisse, kuna need sddstavad aega ja vilistavad timberkirjutusvead ning ar-
vutusi on vdimalik automatiseerida.

Pikkade kiudude otsi tuleks kontrollida vdikese suurendusega, et vilistada nende tagasikeerdumine modtmise vaa-
tevilja ja tagada, et neid moddetakse ainult iiks kord.

ANDMED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Kiudiameetritel ei esine tavaliselt normaaljaotust. Siiski on logaritmteisenduse abil vdimalik saavutada normaal-
jaotusele ldhenev jaotus.

Arvutatakse n kiudiameetri (D) naturaallogaritmide (InD) aritmeetiline keskmine (keskmine InD) ja standardhal-
ve (SDlnD)-

SInD
keskmine InD =
n (1)

2(InD —keskmine lnD)2

SD, = 2
n — (2)

Standardhilve jagatakse mddtmiste arvu (n) ruutjuurega, et saada standardviga (SE;,p).

SE SD
InD ~ % (3)

Keskmisest lahutatakse kahekordne standardviga ja arvutatakse selle vaartuse eksponent (keskmine miinus kaks
standardviga), et saada geomeetriline keskmine miinus kaks geomeetrilist standardviga.

LWGMD — 2SE = e(keskmine InD-2SEInd) (4)
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3. ARUANDMINE

KATSEARUANNE
Katsearuanne peaks sisaldama vahemalt jirgmist teavet:
— avaldise LWGMD - 2SE viirtus;

— mis tahes hilbed ja eriti need, mis vdivad avaldada moju tulemuste tipsusele, koos piisavate pdhjendustega.

4. VIITED
1)  B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. Veebruar 1999.

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

B.46. IN VITRO NAHAARRITUSKATSE: KATSE REKONSTRUEERITUD INIMEPIDERMISE MUDELIGA

MEETOD

SISSEJUHATUS

Nahairritus | nahka érritav toime tdhendab poorduva nahakahjustuse tekitamist kuni neljatunnisel kokkupuutel
uuritava ainega (nagu on miiratletud URO fiihtses iilemaailmses kemikaalide klassifitseerimise ja margistamise
siisteemis (GHS)) (1). Kdesolevas katsemeetodis on esitatud in vitro meetod, millega saab, olenevalt vajatavast tea-
best, maarata ainete pohjustatavat nahadrritust katsestrateegiale vastava iseseisva asendustestina, kasutades tden-
dusmaterjali kaalukuse hindamise ldhenemisviisi (2).

Nahka drritava toime hindamisel on tavaliselt kasutatud laboriloomi (vt meetod B.4) (3). Loomade heaolu taga-
mise vajadust arvestades saab meetodiga B.4 mddrata nahka soovitavat voi drritavat toimet, kohaldades jérjesti-
kuste katsete strateegiat, milleks kasutatakse valideeritud in vitro ja ex vivo meetodeid, et viltida loomadele valu ja
kannatuste pohjustamist. Meetodi B.4 jarjestikuste katsete strateegia rakendamisel saab soovitamise uurimiseks
kasutada kolme valideeritud in vitro katsemeetodit voi -eeskirja: B.40, B.40bis ja TG 435 (4, 5, 6).

Kiesolevas katsemeetodis on kasutatud rekonstrueeritud inimepidermise mudeleid, mis oma tldise iilesehituse
poolest (rakkude allikana on nendes kasutatud inimepidermisest saadud keratinotsiiiite, mudelil on epidermise-
sarnane kude ja rakuarhitektuur) jdljendavad nii oma biokeemiliste kui ka fiisioloogiliste omaduste poolest inim-
naha ilemisi kihte, s.t epidermist. Kiesolevas katsemeetodis kirjeldatud menetlusega on vdimalik kindlaks
madrata URO GHS-siisteemi 2. kategooriale vastavate érritavate ainetega seotud ohud. Kéesolevas katsemeetodis
on esitatud ka rida tulemuslikkuse ndudeid rekonstrueeritud inimepidermisel pdhinevate sarnaste ja modifitsee-
ritud katsemeetodite hindamiseks (7).

Rekonstrueeritud inimepidermise mudelite kasutamisel pohinevatest in vitro katsemeetoditest (8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17) on kahe meetodi eclvalideerimise, optimeerimise ja valideerimise uuringud 16petatud ning
need kaks meetodit, EpiSkin™ ja EpiDerm™, on miitigil. Nimetatud standardmeetodid pohinesid R 38-1. GHS-
siisteemi kasutamiseks vajalike timberarvutuste teatavaid aspekte on kisitletud viites 25. Meetodeid, mille tule-
mused on samaviairsed meetodi EpiSkin™ tulemustega (valideeritud standardmeetod 1), soovitatakse iseseisva
asendusmeetodina kiiiiliku in vivo katsele, mille alusel klassifitseeritakse GHS-siisteemi 2. kategooria drritavaid
aineid. Meetodeid, mille tulemused on samaviirsed EpiDerm™ (valideeritud standardmeetod 2) tulemustega, soo-
vitatakse GHS-siisteemi 2. kategooria drritavate ainete klassifitseerimisel ainult sdeluuringumeetodina voi toen-
dusmaterjali kaalukuse hindamise lihenemisviisi jarjestikuste katsete strateegia osana. Enne kui nahadrrituse
mudelkatseks kavandatud in vitro katset rekonstrueeritud inimepidermise mudeliga voib kasutada seadusega ette
ndhtud katsena, tuleb kindlaks mérata selle usaldusvidrsus, asjakohasus (tulemuste tipsus) ja piirangud selle ta-
gamiseks, et meetod on vastavalt kiesolevas katsemeetodis esitatud tulemuslikkuse nduetele (vt liide) vorreldav
valideeritud standardmeetodiga 1.

Kiesolevas katsemeetodis esitatud nduete kohaselt on valideeritud veel kaks katsemeetodit, milles kasutatakse in
vitro rekonstrueeritud inimepidermise mudelit; osutatud meetodid annavad valideeritud standardmeetodiga 1 sar-
naseid tulemusi (18). Need on modifitseeritud katsemeetod EpiDerm™ (modifitseeritud standardmeetod 2) ja kat-
semeetod SkinEthic RHE™ (sarnane meetod 1).

MOISTED

Kiesolevas katsemeetodis on kasutatud jargmisi moisteid.

Tapsus — katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvaartuste kooskéla méir. Tapsus nditab katsemeetodi tu-
lemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Seda terminit kasutatakse ka vastavuse tahenduses ja see nditab,
kui sageli annab katsemeetod dige tulemuse.

Partii kontrollaine — v3rdlusaine, mille mdju koerakkude eluvdimelisusele jiib moddetava vahemiku keskele.
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Rakkude eluvdimelisus — rakupopulatsiooni iildist aktiivust, niiteks raku mitokondrite dehiidrogenaaside voi-
met taandada vitaalvdrvainet MTT ([3—(4,5-dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2, 5-difeniiiiltetrasooliumbromiid, tiasoliiiilsi-
nine), viljendav parameeter, mis olenevalt moddetavast 1dpp-punktist ja katseplaanist korreleerub elusrakkude
koguarvu ja/vdi elujoulisusega.

ETs, — kokkupuuteaeg, pirast mida markeraine teatava kindla kontsentratsiooni rakendamisel rakkude eluvoi-
melisus viheneb 50 %; vt ka ICs,,.

Valenegatiivsete vastuste miir — koikide selliste positiivsete ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel on tun-
nistatud negatiivseteks. See on iiks katsemeetodi tulemuslikkuse niitaja.

Valepositiivsete vastuste mair — kdikide selliste negatiivsete (mitteaktiivsete) ainete osakaal, mis katsemeetodi
alusel on ekslikult tunnistatud positiivseks. See on iiks katsemeetodi tulemuslikkuse niitaja.

Lopmatu annus — nahale kantud uuritava aine kogus, mis on suurem nahapinna tiielikuks ja tihtlaseks katmi-
seks vajalikust kogusest.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — kemikaalide iihtne iile-
maailmne klassifitseerimis- ja mirgistamissiisteem) — siisteem, millega nihakse ette ainete ja segude klassi-
fitseerimine vastavalt nende fiiiisilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja keskkonnaméju standarditud tiiiibile
ja -tasemele ning mis holmab asjaomaseid teavitustdhiseid, nagu piktogrammid, méarksonad, ohulaused, hoia-
tuslaused ja ohutuskaardid, et anda edasi inimeste (sealhulgas tooandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja padste-
tootajate) ja keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet kdnealuste ainete kahjuliku moju kohta (1), ja mis on ELis
rakendatud mairusega (EU) nr 1272/2008.

IC5, — kontsentratsioon, mille puhul markeraine vihendab parast kindlaksméiratud kokkupuuteaega kudede elu-
voimelisust 50 %; vt ka ET.

Tulemuslikkuse nduded — valideeritud standardmeetodil pdhinevad nduded, mille alusel hinnatakse, kuivord
saab kavandatud katsemeetodit vorrelda mehaaniliselt ja t66pShimottelt sarnase meetodiga. See holmab jarg-
mist: I) olulisemad katsemeetodi osad; 1) valideeritud standardmeetodi usaldusviirsuse tdendamiseks kasutatud
ainete hulgast valitud etalonainete miinimumloend ja III) vorreldavad tdpsuse ja usaldusvéirsuse tasemed, mis
pohinevad valideeritud standardmeetodiga saadud tulemustel ja mis tuleks kavandatud katsemeetodi hindamisel
saavutada etalonainete miinimumloendi kasutamisel.

Usaldusviirsus — sellega mdddetakse katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui meetodit rakendatakse
ithe ja sama katseprotokolli alusel iihes laboris ja eri laborites pikema aja jooksul. Usaldusvairsuse hindamisel
arvutatakse laborisisene ja laboritevaheline reprodutseeritavus.

Tundlikkus — kdikide positiivsete ainete | toimeainete osakaal, mis katsemeetodi alusel klassifitseeritakse diges-
ti. Tundlikkus nditab selgeid tulemusi andva katsemeetodi tipsust ja on oluline katsemeetodi asjakohasuse
hindamisel.

Spetsiifilisus — koikide negatiivsete/toimeta ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel klassifitseeritakse digesti.
Tundlikkus niitab selgeid tulemusi andva katsemeetodi tdpsust ja on oluline katsemeetodi asjakohasuse
hindamisel.

Nahairritus - poorduva nahakahjustuse tekkimine uuritava ainega kuni neljatunnise kokkupuute tagajirjel. Na-
hadrritus on kohalik mitteimmunogeenne reaktsioon, mis tekib lithikese aja jooksul parast kokkupuudet (24).
Seda iseloomustab peamiselt poorduv protsess, mis holmab pdletikureaktsiooni ja pdletikuga seotud iseloomu-
likke Kliinilisi drrituse tunnuseid (punetus, turse, stigelus ja valu).

KASUTUSALA JA PIIRANGUD

Kiesolevas katsemeetodis esitatud rekonstrueeritud inimepidermise mudeliga tehtavaid katseid piirab see, et nen-
dega saab aineid klassifitseerida ainult nahka arritavateks aineteks, mis vastavad URO GHS-siisteemi 2. kategoo-
riale. Kuna meetod ei vdimalda klassifitseerida aineid URO GHS-siisteemi 3. valikkategooriasse kuuluvateks
aineteks, jadvad koik tlejadnud ained klassifitseerimata (ilma kategooriata). Olenevalt reguleerimisvajadustest ja
uute 1dpp-punktide voimalikust holmamisest tulevikus, samuti voimalikest tdiustustest voi samalaadsete katse-
meetodite viljatootamisest, tuleb kiesolevat katsemeetodit voib-olla hakata lidbi vaatama.

Kiesolev katsemeetod voimaldab kindlaks médrata ithest koostisosast koosnevate érritavate ainete ohtlikkuse
(19), kuid ei anna tdepdrast teavet nahka soovitava toime kohta. Gaaside ja aerosoolide toimet ei ole voimalik
mdirata, valideerimisuuringuga ei ole veel hinnatud segusid.
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1.4.

1.5.

1.6.

KATSE POHIMOTE

Uuritav aine kantakse kolmemddtmelisele rekonstrueeritud inimepidermise mudelile, mis koosneb tavalistest
inimepidermisest saadud keratinotsiititidest, mida on kasvatatud nii, et need moodustavad mitmekihilise tuge-
valt diferentseerunud inimepidermise mudeli. See koosneb korrastatud basaalkihist, ogakihist ja somerkihist ning
mitmekihilisest sarvkihist, mis sisaldab rakkudevahelisi ohiklipiidkihte, mille paigutus sarnaneb paigutusega in
Vivo.

Rekonstrueeritud inimepidermise mudeli katse pShineb hiipoteesil, et drritavad ained suudavad difusiooni teel
tungida 1abi sarvkihi ja on tsiitotoksilised allpool asuvatele rakukihtidele. Rakkude eluvoimelisust mdddetakse
selle pohjal, kuidas dehiidrogenaas muundab vitaalvdrvainet MTT [3—(4,5-dimetiiiltiasool-2-iiil)-2,5-
difentiiiltetrasooliumbromiid, tiasoliiiilsinine; EINECSi number 206-069-5, CASi number 298-93-1)] siniseks
formasaansoolaks, mis parast koest ekstraheerimist maaratakse kvantitatiivselt (20). Arritavad ained tehakse kind-
laks nende voime jirgi vahendada rakkude eluvdimelisust allapoole kindlaksmaaratud lavivaartusi (see tahendab
< 50 % URO GHS-siisteemi 2. kategooria drritavate ainete puhul). Ained, mille puhul rakkude eluvdimelisus jiab
tilespoole kindlaksmaaratud lavivdidrtust, jaetakse klassifitseerimata (see tdhendab > 50 %, ilma kategooriata).

Rekonstrueeritud inimepidermise mudelsiisteeme saab kasutada tahkete ainete, vedelike, pooltahkete ainete ja va-
hataoliste ainete méadramiseks. Vedelikud voivad olla vesilahused voi muud vedelikud; tahked ained véivad olla
vees lahustuvad voi lahustumatud. Voimaluse korral tuleks tahkeid aineid alati katsetada peene pulbri kujul. Kuna
rekonstrueeritud inimepidermise mudeli valideerimiseks kasutati katsestisteemidena 58 hoolikalt valitud ainet,
mis esindavad paljusid keemiliste iihendite klasse, peetakse konealuseid meetodeid iildiselt rakendatavaks palju-
de aineklasside puhul (16). Valideerimine hdlmab 13 GHS-siisteemi 2. kategooria drritavat ainet. Tuleb markida,
et valideerimisel ei kasutatud mitteso6vitavaid happeid, aluseid, sooli ja muid anorgaanilisi aineid, samuti ei ka-
sutatud voi kasutati tiksnes piiratud ulatuses aineid, mis kuuluvad monesse teadaolevalt arritavate orgaaniliste
ainete klassi, nagu vesinikperoksiidid, fenoolid ja pindaktiivsed ained.

PADEVUSE TOENDAMINE

Enne kiesoleval katsemeetodil pdhineva valideeritud meetodi igapéevast kasutuselevottu voivad laborid tdenda-
da oma tehnilist padevust, kasutades tabelis 1 soovitatud kiimmet ainet. Kdesoleva katsemeetodi kohaselt kisi-
tatakse URO GHS-siisteemi 3. valikkategooriat kategooria puudumisena. Kiesoleva katsemeetodi alusel
viljatootatavate uute samalaadsete katsemeetodite puhul, mis oma struktuuri ja t66pohimdtte poolest sarnane-
vad valideeritud standardmeetoditega, samuti valideeritud meetodite modifikatsioonide puhul, tuleks kasutada
kéesoleva katsemeetodi liites kirjeldatud tulemuslikkuse ndudeid, et tdendada uue katsemeetodi vorreldavat usal-
dusvadrsust ja tapsust, enne kui uus meetod voetakse kasutusele digusnormides ette nihtud meetodina.

Tabel 1

Liites esitatud etalonainete hulgast valitud ained piddevuse kontrollimiseks

Aine CASi number | Tulemusin | Fulisikaline | oy o0ooria
vivo olek
naftiiiildadikhape 86-87-3 0 tahke kat-ta
isopropanool 67-63-0 0,3 vedelik kat-ta
metiiiilstearaat 112-61-8 1 tahke kat-ta
heptiiiilbutiiraat 5870-93-9 1,7 vedelik 3. valikkat.
hekstiiilsalitsiilaat 6259-76-3 2 vedelik 3. valikkat.
3-p-kumeniiiil-2-metiiiilpropioonaldehiiiid 103-95-7 2,3 vedelik 2. kat.
1-bromoheksaan 111-25-1 2,7 vedelik 2. kat.
butiitilmetakriilaat 97-88-1 3 vedelik 2. kat.
1-metiiiil-3-feniiiil-1-piperasiin 5271-27-2 3,3 tahke 2. kat.
heptanaal 111-71-7 4 vedelik 2. kat.

MEETODI KIRJELDUS

Jargnevas osas kirjeldatakse nahairrituse hindamiseks kasutatava rekonstrueeritud inimepidermise mudeliga teh-
tava katse koostisosi ja menetlusi. Rekonstrueeritud inimepidermise mudeli vdib koostada, valmistada ise voi osta
(nditeks EpiSkin™, EpiDerm™ ja SkinEthic RHE™). Standardsete katsemeetodite EpiSkin™, EpiDerm™ ja
SkinEthic RHE™ labiviimise eeskirjad voib saada aadressilt http:|[ecvam.jrc.ec.europa.cu (21, 22, 23). Katse tu-
leks 14bi viia jargmiselt.
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Rekonstrueeritud inimepidermise mudeli koostisosad

Mudeli iildised tingimused

Epiteelkoe ehitamiseks tuleb kasutada tavalisi inimese keratinotsiiiite. Talitleva sarvkihi all peab olema mitu kihti
(basaalkiht, ogakiht ja somerkiht) eluvoimelisi epiteelrakke. Sarvkiht peaks olema mitmekihiline ja vajaliku li-
piidse koostisega, et tekiks sellise tugevusega funktsionaalne kaitsekiht, mis suudab takistada tsiitotoksiliste mar-
kerainete, nagu naatriumdodetsiitilsulfaat (SDS) voi Triton X-100, kiiret labitungimist. Nimetatud kaitsekihina
toimimist saab hinnata kas sellise kontsentratsiooni méaramisega, mille juures markeraine vihendab koe eluvdi-
melisust 50 % vorra (ICs,) parast kindlaksmaaratud kokkupuuteaega, voi sellise kokkupuuteaja madramisega,
mille puhul markeraine vihendab koe eluvdimelisust 50 % vorra (ETs,) teatava kindla kontsentratsiooni juures.
Mudel peab olema selline, et aine ei saaks tungida eluskudedesse sarvkihist m66da minnes, vastasel korral ei oleks
tegemist naha ja keemilise aine kokkupuute dige mudeliga. Nahamudel ei tohi olla saastunud bakterite, viiruste,
miikoplasma ega seentega.

Mudeli funktsionaalsed tingimused

Eluvdimelisus

Eluvdimelisuse madramiseks kasutatakse eelistatult varvainet MTT (20). Negatiivse kontrolli vordlusainega t66-
deldud koest ekstraheeritud (lahustatud) vdrvaine optiline tihedus (OD) peab olema vdhemalt 20 korda suurem
kui ekstraheerimislahusti optiline tihedus. Peaks olema tdendatud, et negatiivse vordlusainega toodeldud kude
on kultuuris stabiilne (vdimaldab saada sarnaseid eluvdimelisuse mootmistulemusi) katses kasutatava kokkupuu-
teaja jooksul.

Toimimine kaitsekihina

Sarvkiht ja selle lipiidne koostis peavad olema piisavad, et takistada tsiitotoksiliste markerainete, nagu SDSi voi
Triton X-100 kiiret labitungimist; seda hinnatakse IC5, vdi ETs, abil.

Morfoloogia

Vajaliku ettevalmistusega tootajad peavad tegema rekonstrueeritud naha/epidermise histoloogilise uuringu, mis
peaks nditama, et on saadud inimnaha/epidermisega sarnane struktuur (kaasa arvatud mitmekihiline sarvkiht).

Reprodutseeritavus

Konkreetse mudeli kasutamise korral peaks meetod andma ajas reprodutseeritavaid tulemusi, kusjuures partii
kontrollimiseks kasutatakse eelistatavalt mingit sobivat (kontroll)ainet (vt liide).

Mudeli kvaliteedikontroll

Epidermisemudeli iga partii peaks vastama teatavatele kindlatele toote kvaliteedikontrolli kriteeriumidele, millest
koige tihtsamad on eluvdimelisus (punkt 1.6.1.2.1) ja toimimine kaitsekihina (punkt 1.6.1.2.2). Nahamudeli
tootja (voi katse ldbiviija, kui ta kasutab omatehtud mudelit) peaks kindlaks médrama ICs,, v0i ET, lubatava va-
hemiku (illem- ja alampiiri). Kudede kaitsekihiomadusi tuleks laboris parast kudede saamist kontrollida. Nahadr-
rituse pohjustamise usaldusvédrseks ennustamiseks saab kasutada ainult sobivate omadustega kudedega saadud
tulemusi. Jargmises tabelis on nditena esitatud valideeritud standardmeetodite puhul lubatavad vahemikud.

Tabel 2

Partii kvaliteedi kontrollimise kriteeriumide ndited

.. Lubat hemik . N
Lubatav alampiir u i;\fv;'];rtzrsm U Lubatav tilempiir
Valideeritud standardmeetod 1 | IC;, = 1,0 mg/ml IC5o = 2,32 mg[ml IC5 = 3,0 mg/ml
(18-tunnine tootlus SDS-ga)
Valideeritud standardmeetod 2 | ET5, = 4,8 h ETs0 = 6,7 h ETs0=8,7h
(1 % Triton X-100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1

Uuritavate ja kontrollainete pealekandmine

Igaks madramiseks ja kontrollkatseteks tuleb kasutada piisavat arvu koemudeleid (vihemalt kolm korduskatset
iga madramise kohta). Nii vedelate kui ka tahkete ainete korral tuleb kasutada piisavat uuritava aine kogust, nii et
see kataks tihtlaselt naha pinna, kuid viltida tuleb ldpmatut annust (vt punkt 1.2 ,Mdisted”); see tihendab, et ainet
tuleb peale kanda vihemalt 25 pl/cm? voi 25 mg/cm?. Tahkete ainete puhul tuleks epidermist niisutada enne aine
pealekandmist deioniseeritud voi destilleeritud veega, et tagada aine hea kontakt nahaga. Voimaluse korral tu-
leks tahkeid aineid alati katsetada peene pulbri kujul. Kokkupuuteaja 16pus tuleks uuritav aine nahapinnalt hoo-
likalt maha pesta vesipuhverlahusega voi 0,9 % NaCl lahusega. Olenevalt kasutatavast rekonstrueeritud
inimepidermise mudelist v6ib kokkupuuteaeg olla 15-60 minutit ja inkubatsioonitemperatuur 20-37 °C.
Uksikasjad on esitatud kolme meetodi standardses todkorras (21, 22, 23).

Iga uuringu puhul tuleb teha paralleelkatsed negatiivse kontrolli vordlusaine ja positiivse kontrolli vordlusaine-
ga, millega tdendatakse, et kudede eluvdimelisus (negatiivse kontrolli vordlusaine), kaitsekihi toime ja sellega
médratud kudede tundlikkus (positiivse kontrolli vordlusaine) on kindlaksmairatud varasemates lubatud piiri-
des. Soovitatav positiivse kontrolli vordlusaine on SDSi 5 % vesilahus. Soovitatavad negatiivse kontrolli vord-
lusained on vesi voi fosfaatpuhvrit sisaldav keedusoolalahus.

Raku eluvdimelisuse mootmine

Kdige olulisem katse labiviimisel on see, et eluvdimelisuse modtmisi ei tehtaks vahetult parast kokkupuudet uuri-
tava ainega, vaid pdrast tootlemisele jargnevat puhtaks loputatud kudede piisavalt pikka inkubeerimist virskes
keskkonnas. Inkubeerimine vdimaldab toibuda ndrgalt drritavast mojust ja ilmneda selgel tsiitotoksilisel mojul.
Katse optimeerimise etapil (9, 10, 11, 12, 13) tehti kindlaks, et 42-tunnine inkubeerimine pérast to6tlemist on
optimaalne, ja seepdrast kasutatigi seda inkubatsiooniaega madramise standardmeetodite valideerimisel.

MTT muundamise katse on kvantitatiivne valideeritud meetod, mida tuleks kasutada rakkude eluvdimelisuse
mddtmiseks. Meetodit saab kasutada kolmemddtmelises koekonstruktsioonis. Nahaproov asetatakse kolmeks
tunniks sobiva kontsentratsiooniga (nt 0,3-1 mg/ml) MTT lahusesse sobival inkubatsioonitemperatuuril. Sades-
tunud sinine formasaan ekstraheeritakse seejarel lahustiga (nditeks isopropanool, hapestatud isopropanool) ja for-
masaani kontsentratsioon maaratakse optilise ttheduse mootmisega lainepikkusel 570 nm, kasutades spektririba
laiust kuni + 30 nm.

Uuritava aine enda optilised omadused voi selle keemiline mdju MTT-le voib segada méddramist, pohjustades elu-
voimelisuse hindamisel vea (kuna uuritav aine voib segada virvuse ilmumist, ndrgendada virvust vdi pohjustada
seda). See voib juhtuda, kui uuritavat ainet ei ole nahalt tdielikult maha loputatud v6i kui aine on tunginud epi-
dermisesse. Kui uuritav aine reageerib otse MTTga, on ise varviline voi muutub virviliseks koega kokkupuutu-
misel, tuleb kasutada tdiendavaid kontrollkatseid, et teha kindlaks, kuivord segab uuritav aine eluvdimelisuse
miadramist, ning viia sisse asjakohane parandus. Uksikasjalik kirjeldus, kuidas kontrollida MTT otsest taanda-
mist, on esitatud valideeritud standardmeetodite eeskirjades (21, 22, 23). Nendest segavatest mojudest tingitud
mittespetsiifiline varvus ei tohiks iiletada 30 % negatiivse kontrolli virvusest (paranduste tegemiseks). Kui mit-
tespetsiifilist virvust on iile 30 %, tehakse jareldus, et uuritavat ainet ei saa kiesoleva meetodiga moota.

Katse kehtivuse kriteeriumid

Igas katses, milles kasutatakse kolblikku partiid (vt punkt 1.6.1.2.5), peaks negatiivse kontrolli vordlusainega t66-
deldud kudede korral leitama optilise tiheduse véartused, mis nditavad, et koed on pérast transpordi ja vastuvot-
mise etappe ja drritava toime médramist siilitanud oma kvaliteedi. Kontrollkatsete optilise tiheduse véirtused ei
peaks olema allpool varem méiratud alampiire. Ka positiivse kontrolli vérdlusainega, s.t 5 % SDSi lahusega t66-
deldud kudedel peaks olema siilinud tundlikkus ja véime reageerida drritavale ainele iga individuaalse maddrami-
se tingimustes (nditeks peaks eluvéimelisus olema valideeritud standardmeetodi 1 puhul < 40 % ja valideeritud
standardmeetodi 2 puhul < 20 %). Peavad olema miiratletud koeproovide varieeruvusega seotud sobivad néi-
tajad (kui kasutatakse nditeks standardhilbeid, peaksid need olema < 18 %).

ANDMED

ANDMED

Iga to6tlemise kohta tuleks tabelina esitada iiksikute paralleelproovide tulemused (nditeks optilise tiheduse vaar-
tused ja rakkude eluvdimelisuse arvutatud protsendimédra andmed iga uuritud aine kohta, kaasa arvatud klassi-
fikatsioon); samuti tuleb vajaduse korral esitada kordusmairamiste andmed. Lisaks keskvéirtusele esitatakse iga
katse jaoks ka * standardhilbe véddrtused. Iga uuritava aine puhul registreeritakse tihelepanekud selle mojude
kohta MTT-reagendile, samuti margitakse dra varvilised uuritavad ained.
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2.2.

3.1.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Iga uuritava proovi kohta saadud optilise tiheduse véirtusi saab kasutada selleks, et arvutada rakkude eluvdime-
lisuse protsent vorreldes negatiivse kontrollprooviga, mille eluvdimelisuseks maaratakse 100 %. Rakkude elu-
voimelisuse protsendimééra piirvaartus, mis eraldab arritavaid aineid klassifitseerimata uuritavatest ainetest, ning
statistiline meetod (statistilised meetodid), mida kasutati tulemuste hindamiseks ja drritavate ainete kindlakste-
gemiseks, peavad olema selgelt mairatletud ja dokumenteeritud ning nende sobivus peab olema tdendatud. Va-
lideeritud standardmeetoditega seotud piirvdartused, mida kasutatakse drritava toime kindlakstegemiseks, on
jargmised.

Uuritav aine loetakse URO GHS-siisteemi 2. kategooriale vastavaks nahka arritavaks aineks:

i) kui koe eluvdimelisus parast kokkupuudet ainega ja kokkupuutele jirgnenud inkubeerimist on viiksem kui
50 % voi sellega vordne (<).

Uuritav aine loetakse aineks, millele ei ole omistatud kategooriat:
i) kui koe eluvdimelisus parast kokkupuudet ainega ja kokkupuutele jirgnenud inkubeerimist on suurem kui

50 % (>).

ARUANNETE ESITAMINE

KATSEARUANNE

Katsearuanne peab sisaldama jargmist teavet:

Uuritavad ained ja kontrollained:

—  keemiline nimetus vdi nimetused, nagu IUPACi v6i CASi nimetus ja CASi number, kui see on teada;
— aine puhtus voi koostis (massiprotsendina);

— mddramise ldbiviimise seisukohast olulised fiiiisikalis-keemilised omadused (nditeks fiiiisiline olek, stabiil-
sus ja lenduvus, pH, lahustuvus vees, kui see on teada);

— uuritava aine | kontrollaine to6tlemine enne katset, kui see on asjakohane (nt soojendamine, peenestamine);
— hoiutingimused.

Kasutatud nahamudeli ja katse tegemise kiigu pdhjendus.

Katsetingimused:

— kasutatud rakusiisteem;

— rakkude eluvoimelisuse mootmiseks kasutatud mddteriista (nt spektrofotomeetri) kaliibrimist kisitlev tea-
ve ja spektririba laius;

— kogu tdiendav teave kasutatud konkreetse nahamudeli ja selle tulemuslikkuse kohta. See hdlmab vihemalt
jargmist:

i) eluvdimelisus;
ii) toimimine kaitsekihina;
iiiy morfoloogia;
iv) reprodutseeritavus ja ennustamisvaartus;
v)  mudeli kvaliteedi kontroll;
— katsemetoodika iiksikasjad;

— maddramisel kasutatud annused, kokkupuute kestus ja kokkupuutele jirgnenud inkubatsiooniaeg;
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koikide katsemetoodikas tehtud muudatuste kirjeldus;
viide varasematele andmetele mudeli kohta. See holmab vihemalt jargmist:
i)  kvaliteedikontrolli andmete kehtivus, arvestades varasemaid partii andmeid;

ii) positiivse ja negatiivse kontrolli véddrtuste kehtivus, arvestades positiivse ja negatiivse kontrolli
keskvadrtusi ja vahemikke;

kasutatud hindamiskriteeriumide kirjeldus, sealhulgas ennustamismudelis kasutamiseks valitud piirvddrtus-
(t)e valiku pohjendus.

Tulemused:

andmetabelid individuaalsete uuritud proovide kohta;

muude tdheldatud toimete kirjeldus.

Tulemuste arutelu.

Jareldused.
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Liide

Nahairrituse mudelkatseks kavandatud in vitro katse rekonstrueeritud inimepidermise mudeliga: tulemuslikkuse
niitajate hindamine

SISSEJUHATUS

Kiesoleva katsemeetodi alusel kasutamiseks kavandatud menetlusi tuleks hinnata, et mairata kindlaks nende usaldusviirsus
ja tapsus koikide ainete puhul, mis esindavad kogu Draize drritavusskaalat. Kavandatud katsemenetlusel peaksid koigi 20
soovitatud etalonainega (tabel 2) hindamisel olema usaldusvairsuse ja tipsuse nditajad, mis oleksid vorreldavad valideeritud
standardmeetodi 1 nditajatega (tabel 3) (1). Punktides II ja IIl on esitatud usaldusvéidrsuse ja tapsuse normid, mis tuleks saa-
vutada. Tabelis on klassifitseerimata ja klassifitseeritud (URO GHS-siisteemi 2. kategooria) ained, mis esindavad asjaomaste
keemiliste iihendite klasse, et kavandatud katsemeetodi usaldusvaarsust ja tulemuslikkuse néitajaid (tundlikkus, spetsiifilisus,
valenegatiivsete vastuste madr, valepositiivsete vastuste maar ja tipsus) saaks vorrelda valideeritud katsemeetodi 1 asjaomas-
te védrtustega. Katsemeetodi usaldusvaarsust ja voimet digesti kindlaks mairata URO GHS-siisteemi 2. kategooria drritavaid
aineid tuleks kontrollida enne seda, kui meetodit kasutatakse uute ainete katsetamiseks.

TULEMUSLIKKUSE NOUDED

Tulemuslikkuse nduded holmavad kolme jargmist elementi: I) katsemeetodi olulised koostisosad, II) etalonained ja I1I) kind-
laksmairatud tapsuse ja usaldusvadrsuse védrtused (2). Konealused tulemuslikkuse nduded pdhinevad, parast ECVAMi na-
hairritavuse valideerimise uuringut kindlaksméiratud tulemuslikkuse nouetel (3).

I. Katsemeetodi olulised koostisosad

Mudeli iildtingimused

Epiteelkoe chitamiseks tuleb kasutada tavalisi inimese keratinotsiiiite. Talitleva sarvkihi all peab olema mitu kihti (ba-
saalkiht, ogakiht ja sdmerkiht) eluvdimelisi epiteelrakke. Sarvkiht peaks olema mitmekihiline ja vajaliku lipiidse koos-
tisega, et tekiks sellise tugevusega funktsionaalne kaitsekiht, mis suudab takistada tsiitotoksiliste markerainete, nagu SDSi
voi Triton X-100 kiiret ldbitungimist. Nimetatud kaitsekihina toimimist saab hinnata kas sellise kontsentratsiooni maa-
ramisega, mille juures markeraine vihendab koe eluvoimelisust 50 % vorra (ICs) pérast kindlaksmaaratud kokkupuu-
teaega, voi sellise kokkupuuteaja madramisega, mille juures markeraine vahendab koe eluvdimelisust 50 % vorra (ETs)
teatava kindla kontsentratsiooni juures. Mudel peab olema selline, et aine ei saaks tungida eluskudedesse sarvkihist mo6-
da minnes, vastasel korral ei oleks tegemist naha ja keemilise aine kokkupuute dige mudeliga. Nahamudel ei tohi olla
saastunud bakterite, viiruste, mitkoplasma ega seentega.

Mudeli funktsionaalsed tingimused

Eluvdimelisus

Eluvéimelisuse madramiseks kasutatakse eelistatult virvainet MTT (4). Negatiivse kontrolliga t66deldud koest ekstra-
heeritud (lahustatud) virvaine optiline tihedus peab olema vihemalt 20 korda suurem kui ekstraheerimislahusti opti-
line tihedus. Peaks olema tdendatud, et negatiivse kontrolliga td6deldud kude on kultuuris stabiilne (vdimaldab saada
sarnaseid elujoulisuse modtmistulemusi) katses kasutatava kokkupuuteaja jooksul.

Toimimine kaitsekihina

Sarvkiht ja selle lipiidne koostis peavad olema piisavad, et takistada tsiitotoksiliste markerainete, nagu SDSi voi
Triton X-100 kiiret labitungimist; seda hinnatakse IC5, voi ETs,, abil.

Morfoloogia

Vajaliku ettevalmistusega tootajad peavad tegema rekonstrueeritud naha/epidermise histoloogilise uuringu, mis peaks
nditama, et on saadud inimnaha/epidermisega sarnane struktuur (kaasa arvatud mitmekihiline sarvkiht).
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Reprodutseeritavus

Konkreetse mudeli kasutamise korral peaks meetod andma ajas reprodutseeritavaid tulemusi, kusjuures partii kontrol-
limiseks kasutatakse eelistatavalt mingit sobivat (vordlus)ainet (vt mdisted punktis 1.2).

Mudeli kvaliteedi kontroll

Epidermisemudeli iga partii peaks vastama teatavatele kindlatele toote kvaliteedi kontrolli kriteeriumidele; kodige tdht-
samad nendest on eluvgimelisus ja toimimine kaitsekihina. Nahamudeli tootja (voi katse ldbiviija, kui ta kasutab omatehtud
mudelit) peaks kindlaks mddrama IC;, vdi ETs, lubatava vahemiku (ilem- ja alampiiri). Kudede kaitsekihiomadusi tu-
leks laboris parast kudede saamist kontrollida. Nahadrrituse pohjustamise usaldusvairseks ennustamiseks saab kasuta-
da ainult sobivate omadustega kudede abil saadud tulemusi. Jargmises tabelis on niitena esitatud valideeritud
standardmeetodite puhul lubatavad vahemikud.

Tabel 1

Partii kvaliteedi kontrollimise kriteeriumide ndited

Lubatav alampiir LUbf:S‘fV;;EiTiku Lubatav tilempiir
Valideeritud standardmeetod 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18-tunnine tootlus SDSga)
Valideeritud standardmeetod 2 ETso=4,8h ETsq=6,7 h ETs,=8,7h
(1 % Triton X-100)

II. Etalonained

Etalonaineid kasutatakse selleks, et teha kindlaks, kas rekonstrueeritud inimepidermisel pdhinev uus kavandatud in vitro
katsemeetod, mis on nii oma tilesehituse kui pohimdtte poolest iisna sarnane valideeritud standardmeetodiga voi ku-
jutab endast iiksnes viimase vdikest modifikatsiooni, annab sama usaldusvairseid ja tipseid tulemusi ja on samade tu-
lemuslikkuse néitajatega kui valideeritud standardmeetod 1 (1). Tabelis 2 loetletud 20 etalonainet esindavad erinevaid
huvipakkuvaid aineklasse ja URO GHS-siisteemi 2. kategooria aineid. Loetelus olevatest ainetest kitmme kuuluvad URO
GHS-siisteemi 2. kategooria ainete hulka, kolm ainet on sama siisteemi 3. valikkategooria ained ja seitse on klassifit-
seerimata ained. Kdesoleva katsemeetodi kohaselt kisitatakse 3. valikkategooriat kategooria puudumisena. Etalonained
on vihimalt ndutav arv aineid, mida tuleks kasutada selleks, et hinnata, kuivord usaldusvairseid ja tdpseid tulemusi an-
nab nahairrituse madaramiseks kavandatud uus in vitro katsemeetod, milles kasutatakse rekonstrueeritud inimepider-
mist. Kui monda loetletud ainet ei ole saada, voib kasutada muid aineid, mille kohta in vivo katsega on maaratud piisavad
vordlusandmed. Soovi korral voib etalonainetele miinimumloendisse lisada kavandatud katsemeetodi tidpsuse hindami-
seks muid aineid, mis esindavad teisi aineklasse ja mille kohta on in vivo katsega maaratud piisavad vordlusandmed.

Tabel 2

Etalonained rekonstrueeritud inimepidermise mudelitega saadud tulemuste tipsuse ja usaldusviirsuse
niditajate méiiramiseks

Aine () CASi nr EINECSi nr Fﬁﬂzill;lailine Tiunlf;ril::;ls GHSkZ;_Vitm GHSk:::_ vivo
1-bromo-4-klorobutaan 6940-78-9 | 230-089-3 | vedelik 0 2. kat. kat-ta
dietiiiilftalaat 84-66-2 | 201-550-6 vedelik 0 kat-ta kat-ta
naftiiiildddikhape 86-87-3 | 201-705-8 tahke 0 kat-ta kat-ta
allitiilfenoksiiatsetaat 7493-74-5 | 231-335-2 vedelik 0,3 kat-ta kat-ta
isopropanool 67-63-0 | 200-661-7 | vedelik 0,3 kat-ta kat-ta
4-metiiiiltiobensaldehiiiid 3446-89-7 | 222-365-7 | vedelik 1 2. kat. kat-ta
metiiiilstearaat 112-61-8 | 203-990-4 tahke 1 kat-ta kat-ta
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Aine () CASi nr EINECSi nr Fﬁﬁ(s)illéiline T;li?:;ls GHSk;eritro GHSI(:; vivo
heptiitilbutiiraat 5870-93-9 | 227-526-5 vedelik 1,7 kat-ta 3. valikkat.
heksiiiilsalitsiilaat 6259-76-3 | 228-408-6 vedelik 2 kat-ta 3. valikkat.
tri-isobutiitilfosfaat 126-71-6 | 204-798-3 vedelik 2 2. kat. 3. valikkat.
1-dekanool 112-30-1 | 203-956-9 vedelik 2,3 2. kat. 2. kat.
3-p-kumeniiiil-2- 103-95-7 | 203-161-7 vedelik 2,3 2. kat. 2. kat.
metiiiilpropioonaldehiitid
1-bromoheksaan 111-25-1 | 203-850-2 vedelik 2,7 2. kat. 2. kat.
2-klorometiiiil- 3, 5-dimetiiiil- 86604-75-3 | 434-680-9 tahke 2,7 2. kat. 2. kat.
4-metokstipiiridiinvesinikkloriid
a-terpineool 98-55-5 | 202-680-6 vedelik 2,7 2. kat. 2. kat.
di-n-propiiildisulfiid 629-19-6 | 211-079-8 | vedelik 3 kat-ta 2. kat.
butiiiilmetakriilaat 97-88-1 | 202-615-1 vedelik 3 2. kat. 2. kat.
5—(1,1-dimetiitiletiiiil)- 7340-90-1 | 438-520-9 vedelik 3,3 2. kat. 2. kat.
2-metiiiilbenseentiool
1-metiiiil-3-feniiiil-1-piperasiin 5271-27-2 | 431-180-2 tahke 3,3 2. kat. 2. kat.
heptanaal 111-71-7 | 203-898-4 | vedelik 4 2. kat. 2. kat.

() Esitatud 20 etalonaine puhul on tegemist esindava valikuga nende 58 aine hulgast, mida kasutati standardmeetodi 1 (EpiSkin™) alg-
seks valideerimiseks. Uuritavate ainete tiielik loetelu ja nende valimise kriteeriumid on esitatud kirjandusviites 5.

Tabelis 2 loetletud ainete jaotus ECVAMi nahadrritavuse valideerimise rahvusvahelises uuringus (1) kasutatud 58 aine
hulgas on esindav. Nende valimine pdhineb jirgmistel kriteeriumidel:

— ained on miiiigil;

— ained esindavad kogu Draize drritavusskaalat (mittedrritavatest ainetest kuni tugevat drritust pohjustavate aineteni);

— nende koigi keemiline ehitus on histi teada;

— nad esindavad valideeritud meetodi reprodutseeritavust ja ennustusvdimet, mis madrati kindlaks ECVAMi
valideerimisuuringuga;

— nad esindavad samu keemiliste ainete klasse, mida kasutati valideerimisel;

— nad ei ole ddrmiselt miirgised (niiteks kantserogeensed voi viljakust kahjustavad) ja nende kdrvaldamine ei ole seo-
tud iilemadraste kuludega.

Tépsuse ja usaldusviirsuse kindlaksmiiratud viirtused

Kavandatud katsemeetodi tulemuslikkuse niitajad (tundlikkus, spetsiifilisus, valenegatiivsete vastuste madr, valeposi-
tifvsete vastuste madr ja tdpsus) peaksid olema vorreldavad valideeritud standardmeetodi 1 asjaomaste véirtustega (ta-
bel 3), st tundlikkus peaks olema vihemalt (=) 80 %, spetsiifilisus peaks olema vahemalt (=) 70 % ja tipsus peaks olema
vihemalt (2) 75 %. Tulemuslikkuse naitajate arvutamisel tuleks kasutada koiki klassifitseerimistulemusi, mis saadakse
nimetatud 20 ainega koikides osalevates laborites. Iga aine klassifitseerimine igas laboris peaks pdhinema eri katsetes
(vihemalt kolm kehtivat paralleelkatset) maaratud eluvoimelisuse keskvairtusel.
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Tabel 3

Valideeritud standardmeetodi 1 () tulemusniitajad

Katsemeetod Ainete arv Tundlikkus Spetsiifilisus Valenegatiiv_s.fte Valepositiivﬁfte Tapsus
vastuste mdar | vastuste madr
Valideeritud 58 872% () | 71,1% (%) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
standardmeetod 1 (1)
Valideeritud 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
standardmeetod 1 (1)

(1) EpiSkin™
(?) Pohinevad 13 GHS-siisteemi 2. kategooria érritaval ainel.
(®) Pohinevad 45 ainel, mis kuuluvad kas GHS-siisteemi 3. kategooria drritavate ainete voi GHS-siisteemi kategooriata ainete hulka.

Kavandatud katsemeetodi usaldusvairsus peaks olema vorreldav valideeritud katsemeetodite usaldusvéirsusega.

Laborisisene reprodutseeritavus

Laborisisese varieeruvuse hinnang peaks nditama, et klassifitseerimistulemused (2. kategooria voi ilma kategooriata), mis
on saadud eraldi soltumatutel madramistel 20 etalonainega iihes laboris, on omavahel kooskélas vihemalt (2) 90 %
juhtudest.

Laboritevaheline reprodutseeritavus

Laboritevahelise reprodutseeritavuse hindamine ei ole oluline, kui kavandatud katsemeetodit kavatsetakse kasutada
ainult iihes laboris. Kui meetodit tahetakse anda edasi teistesse laboritesse, peaks laboritevahelise varieeruvuse hinnang
nditama, et klassifitseerimistulemused (2. kategooria voi ilma kategooriata), mis on saadud eraldi sdltumatutel maara-
mistel 20 etalonainega eelistatavalt vihemalt kolmes laboris, on omavahel kooskélas vihemalt (2) 80 % juhtudest.
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Tabelis 3 on esitatud valideeritud standardmeetodi 1 tulemusniitajad, mis kirjeldavad meetodi voimet korrektselt kindlaks maarata drri-
tavaid aineid (URO GHS-siisteemi 2. kategooria) ja klassifitseerimata aineid (millele ei ole omistatud kategooriat; klassifitseerimata ainete
hulka arvestatakse ka 3. valikkategooria ained) vastavalt 58 ja 20 etalonaine puhul (tabel 2).
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IV LISA

C.3. MAGEVEEVETIKATE JA TSUANOBAKTERITE KASVU PIDURDAMISE KATSE

1. METOODIKA

Kiesolev metoodika on samaviairne standardiga OECD TG 201 (2006) (1).

1.1. SISSEJUHATUS

Metoodikaid on vaja teaduse arengut arvestades korrapéraselt libi vaadata ja ajakohastada. Metoodika C.3 vajas li-
bivaatamist, et lisada tiiendavaid liike ja viia see vastavusse ohu hindamise nduetega ning kemikaalide klassifikat-
siooniga. Libivaatamisel vdeti aluseks laialdased praktilised kogemused, teaduse edusammud vetikatele toksiliste
ainete uurimisel ja asjaomaste digusaktide laialdane rakendamine parast esialgse metoodika kasutuselevottu.

1.2 MOISTED

Kiesoleva metoodikaga seoses kasutatakse jargmisi mdisteid ja lithendeid.

Biomass on populatsiooni elusaine kuivmass teatava mahuithiku kohta, nt vetikate kuivmass milligrammides ithe
liitri katselahuse kohta. Tavaliselt tihendab ,biomass” lihtsalt massi, kuid kiesoleva metoodika tihenduses on see
mass mahuiihiku kohta. Kédesoleva meetodi kasutamisel mdddetakse harilikult biomassi asendavaid niitajaid, nagu
rakkude arv, fluorestsents jne; sellisel juhul mdistetakse termini ,biomass” all ka kdnesolevaid asendusniitajaid.

Variatsioonikordaja on suhteline (mddtithikuta) niitaja, mis iseloomustab parameetri varieeruvust ja vordub stan-
dardhilbe ja keskvairtuse suhtega. Seda voib viljendada ka protsentides. Paralleelsete kontrollkultuuride kasvu kesk-
mise erikiiruse keskmine variatsioonikordaja arvutatakse jargmiselt:

1. 6dpievade jafvoi 16ikude kaupa leitud kasvukiiruste pohjal arvutatakse asjaomase paralleelkultuuri kasvu kesk-
mise erikiiruse variatsioonikordaja protsentides;

2. paralleelsete kontrollkultuuride 66pdevade(ldikude kaupa moddetud kasvu keskmise erikiiruse keskmise va-
riatsioonikordaja leidmiseks arvutatakse 1. punkti kohaselt leitud véirtuste keskmine.

EC, on katsekeskkonnas lahustatud uuritava aine kontsentratsioon, mille puhul katseorganismi kasv pidurdub x %
(nt 50 %) vorra, kui see organism puutub ainega kokku kindlaksméédratud ajavahemiku jooksul (kui kokkupuute-
aeg erineb tidielikust ehk tavaliselt katsetes kasutatavast kokkupuuteajast, tuleb selle pikkus tdpselt mérkida). Kas-
vukiiruse jargi ja saagise jirgi leitavate EC vairtuste eristamiseks kasutatakse vastavalt tahiseid E,C ja E,C.

So66de on tiielik siinteetiline keskkond, milles katsevetikaid kasvatatakse uuritava ainega kokkupuutumise ajal. Ta-
valiselt lahustatakse uuritav aine katsekeskkonnas.

Kasvukiirus (keskmine kasvu erikiirus) on biomassi logaritmiline suurenemine kokkupuute ajal.

Madalaim avastatava mdjuga kontsentratsioon on madalaim uuritud kontsentratsioon, mille puhul on niida-
tud, et teatava kokkupuuteaja jooksul pidurdab uuritav aine kontrolliga vorreldes statistiliselt oluliselt (p < 0,05)
katseorganismi kasvu. Koik madalaimast avastatava mojuga kontsentratsioonist kdrgemad kontsentratsioonid pea-
vad avaldama sama tugevat voi tugevamat kahjulikku m&ju kui madalaim avastatava mojuga kontsentratsioon. Kui
neid kahte tingimust ei ole voimalik tiita, tuleb anda téielik selgitus, kuidas valiti madalaim avastatava mojuga kont-
sentratsioon (ja avastatava mojuta kontsentratsioon).

Avastatava mdjuta kontsentratsioon on madalaimast avastatava majuga kontsentratsioonist allapoole jirgmine
uuritud kontsentratsioon.
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Kostemuutuja on toksilisuse hindamiseks kasutatav muutuja, mis tuletatakse biomassi kajastavast modtemuutu-
jast mitmesuguste arvutuste abil. Kdesoleva metoodika tihenduses on kostemuutujateks kasvukiirus ja saagis, mis
tuletatakse biomassi otsese mddtmise andmetest vdi eespool mainitud asendusnéitajate modtmisest.

Kasvu erikiirus on kostemuutuja, mis maératletakse jagatisena, mille lugejaks on uuritava parameetri (kdesoleva
metoodika puhul biomassi) vdartuste naturaallogaritmide vahe ja nimetajaks asjaomane ajavahemik.

Saagis on kokkupuuteaja 1pus ja alguses leitud mdddetava muutuja véirtuste vahe, mis viljendab katse jooksul
toimunud biomassi kasvu.

MEETODI RAKENDATAVUS

Kdesolevat meetodit on kdige lihtsam rakendada vees lahustuvate ainete puhul, mis katsetingimustes tdendoliselt
piisivad vesilahuses. Kui uuritav aine on lenduv, seostub tugevasti pindadega, on virviline voi vees vihelahustuv
voi voib majutada sootme toit- voi mineraalainete kittesaadavust, siis voib kirjeldatud madramismeetodis olla vaja
teha teatavaid muudatusi (nt kasutada suletud siisteemi, valmistada katsendusid eelnevalt spetsiaalselt ette). Juhen-
did teatavate vajalike muudatuste tegemiseks on esitatud standardites (2, 3, 4).

KATSE POHIMOTE

Katse eesmérk on méérata uuritava aine moju magevee-mikrovetikate ja/vdi tsiianobakterite kasvule. Portskultuu-
ris lastakse eksponentsiaalse kasvu faasis olevatel katseorganismidel uuritava ainega kokku puutuda tavaliselt 72
tunni jooksul. Vaatamata suhteliselt lithikesele katseajale voimaldab see hinnata, millist mdju avaldab uuritava aine-
ga kokkupuutumine mitme polvkonna valtel.

Katsesiisteemi koste on vetikakultuuri seeriate (katseiiksused) kasvu pidurdumine kokkupuutumisel uuritava aine
mitmesuguste kontsentratsioonidega. Katsesiisteemi koste hindamiseks uuritakse kasvu séltuvust aine kontsentrat-
sioonist ja vrreldakse seda keskmise kasvuga paralleelsetes kontrollkultuurides, kuhu uuritavat ainet ei ole lisatud.
Et siisteemi koste toksilisele mojule téielikult avalduks (optimaalne tundlikkus), lastakse kultuuridel kiillaldase aja
jooksul piiramatult eksponentsiaalselt kasvada piisava toitainete sisalduse ja pideva valguse tingimustes, et mddta
kasvu erikiiruse vihenemist.

Kasvu ja kasvu pidurdamise kvantitatiivseks iseloomustamiseks mdddetakse vetikate biomassi soltuvust ajast. Ve-
tikate biomass on mdiratletud kuivmassina ruumala kohta, nt milligrammides iihe liitri katselahuse kohta. Kuna
kuivmassi on raske mddta, kasutatakse asendusparameetreid. Asendusparameetritest kasutatakse kdige rohkem rak-
kude arvu. Asendusparameetriteks vdivad olla veel rakkude maht, fluorestsents, optiline tihedus jne. On vaja teada
kordajat, mille abil saab mdddetava asendusparameetri arvutada timber biomassiks.

Katsetulem on kasvu pidurdumine, kusjuures kasvu véljendatakse biomassi logaritmi suurenemisena kokkupuu-
teaja jooksul (keskmine kasvu erikiirus). Katselahuste seerias mairatud keskmistest kasvu erikiirustest leitakse kont-
sentratsioon, mis vahendab kasvukiirust teatava protsendimédra x vorra (nditeks 50 %); selle kontsentratsiooni tahis
on E.C, (nt E.Cs).

Kui kiesolevat meetodit rakendatakse ELi digusraamistikus, peaksid tulemuste arvutused punktis 2.2 kirjeldatud
pohjusi arvestades pohinema kasvu keskmisel erikiirusel. Lisaks kasutatakse kiesoleva meetodi korral kostemuu-
tujana veel saagist, mida voib vaja olla teatavates riikides kehtestatud erieeskirjade titmiseks. Saagis on madratle-
tud kokkupuuteaja 1opus ja alguses olevate biomasside vahena. Katselahuste seerias maaratud saagiste pohjal leitakse
kontsentratsioon, mis vihendab saagist teatava protsendiméara x vorra (nditeks 50 %); selle tahis on E,C, (nt E,Cs).

Lisaks sellele voib statistiliselt madrata madalaima avastatava mdjuga kontsentratsiooni ja ka avastatava mdjuta
kontsentratsiooni.

ANDMED UURITAVA AINE KOHTA

Katsetingimuste kindlaksméaaramiseks voib uuritava aine kohta olla vaja teada jargmisi andmeid: struktuurivalem,
puhtusaste, piisivus valguse kies, piisivus katsetingimustes, valguse neeldumisega seotud omadused, pKa ja and-
med aine muundumiste kohta, sealhulgas biolagunduvus vees.
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On vaja teada uuritava aine lahustuvust vees, jaotuskoefitsienti oktanooli-vee siisteemis (P,,,) ja aururdhku; katse-
lahuses oleva aine kontsentratsiooni mddtmiseks peaks olema valideeritud meetod, mille kohta oleksid teada tule-
muslikkus ja madramispiir.

STANDARDAINE

Katse teostuse kontrollimiseks voib kasutada rahvusvahelistes vordluskatsetes (4) kasutatavaid standardaineid, nii-
teks 3,5-diklorofenooli. Rohevetikate puhul vdib standardainena kasutada ka kaaliumdikromaati. Kontrolli stan-
dardainega soovitatakse teha vahemalt kaks korda aastas.

KATSE VASTAVUS NOUETELE

Katse on ldbi viidud nduetekohaselt, kui on tdidetud jirgmised kriteeriumid.

—  Kontrollkultuuri biomass peab 72-tunnise katseaja jooksul olema eksponentsiaalselt suurenenud vihemalt 16
korda. See vastab kasvu erikiirusele 0,92 66piev . Kdige sagedamini kasutatavate liikide puhul on kasvukii-
rus tavaliselt palju suurem (vt 1. liide). See kriteerium ei pea olema tdidetud, kui kasutatakse 1. liites loetletud
liikidest aeglasemalt kasvavaid liike. Sellisel juhul tuleb katseaega pikendada, nii et kontrollkultuuri biomass
kasvaks vahemalt 16-kordseks, kusjuures kasv peab kogu katse ajal olema eksponentsiaalne. Kui piiramatu
eksponentsiaalse kasvu tingimustes saavutatakse biomassi ndutav 16-kordne kasv lithema ajaga, voib katseae-
ga lithendada 48 tunnini.

—  Loikude kaupa (72-tunnise katse puhul katsepdevad 0-1, 1-2 ja 2-3) leitud kontrollkultuuride kasvu erikii-
ruste keskmine variatsioonikordaja (vt punkt 1.2, variatsioonikordaja) ei tohi iiletada 35 %. Kontrollkultuuri-
de kasvu erikiiruste 16ikude kaupa arvutamise kohta vt punkt 2.2.1, teine 15ik. Seda kriteeriumi rakendatakse
paralleelsete kontrollkultuuride puhul arvutatud variatsioonikordaja keskmise vaartuse suhtes.

— Katsetes Pseudokirchneriella subcapitata ja Desmodesmus subspicatus'ega ei tohi paralleelsete kontrollkultuuride
keskmiste kasvu erikiiruste variatsioonikordaja kogu katseaja jooksul iiletada 7 %. Harvemini kasutatavate
liikide korral ei tohi see véirtus tiletada 10 %.

MEETODI KIRJELDUS

Seadmed

Katselahusega kokku puutuvad katsendud ja muud seadmed peavad olema tervenisti klaasist voi muust keemiliselt
inertsest materjalist. Seadmed peavad olema hoolikalt pestud, et orgaanilised voi anorgaanilised lisandid ei moju-
taks vetikate kasvu voi katselahuse koostist.

Katse viiakse tavaliselt 1dbi klaaskolvis, mis on piisavalt suur, et katse ajal saaks mootmisteks votta kiillaldases ma-
hus kultuuri, ja oleks tagatud piisav CO, massiiilekanne atmosfaarist (vt punkt 1.8.9, teine 16ik). Tuleb silmas pi-
dada, et vedeliku maht oleks kiillaldane analiitiside tegemiseks (vt punkt 1.8.11, viies 16ik).

Lisaks sellele voib vaja minna jargmisi seadmeid.

— Kultiveerimisseade: soovitatav on kasutada kappi vdi kambrit, milles inkubatsioonitemperatuuri hoitakse tip-
susega * 2 °C.

—  Fotomeetrid: on oluline silmas pidada, et valgustatuse modtmise meetod ja eriti vastuvdtja (kollektori) tiiiip
mdjutavad moddetavat vadrtust. MoGtmiseks kasutatakse eelistatavalt sfaarilist (4m) vastuvotjat (reageerib igast
suunast, nii tlalt- kui ka altpoolt mddtetasapinda saabuvale otsesele ja peegeldunud valgusele) voi poolsfaa-
rilist (2m) vastuvdtjat (reageerib igast suunast iilaltpoolt mddtetasapinda saabuvale valgusele).

—  Seade vetikate biomassi madramiseks. Rakkude arvu, mis on kdige sagedamini kasutatav vetikate biomassi
asendusparameeter, voib mairata elektroonilise osakesteloenduri, loenduskambriga varustatud mikroskoobi
voi labivoolutsiitomeetri abil. Muid biomassi asendusparameetreid voib moota labivoolutsiitomeetri, fluori-
meetri, spektrofotomeetri voi kolorimeetri abil. On kasulik arvutada timberarvutustegur tileminekuks rakku-
de arvult kuivmassile. Kui madalatel biomassi kontsentratsioonidel kasutatakse spektrofotomeetrit, voib
kasutuskolblike mdotmistulemuste saamiseks olla vaja kiivette, mille optilise tee pikkus on vihemalt 4 cm.
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Katseorganismid

V6ib kasutada mitmeid vabalt ujuvate mikrovetikate ja tstianobakterite liike. On ndidatud, et kdesolevas metoodi-
kas esitatud madramismeetodi korral sobivad kasutamiseks 1. liites loetletud tiived.

Kui kasutatakse muid liike, tuleb mérkida kasutatud tiivi ja/voi selle paritolu. Tuleb tdendada, et valitud katseveti-
kate kasv on kasutatavates tingimustes kogu katseaja kestel eksponentsiaalne.

Soode

Soovitatakse kasutada kas OECD voi AAP s66det. Nende sootmete koostis on esitatud 2. liites. Tuleb silmas pida-
da, et nende sootmete pH algvéirtused ja puhvermahtuvused (viimane kompenseerib pH tdusu) on erinevad. See-
tottu voivad katse tulemused soltuda kasutatud sootmest, eriti kui uuritakse ioniseeruva aine mdju.

Teatavatel juhtudel, niiteks metallide ja kelaaditekitajate uurimise korral voi katsetel erineva pH védrtuse juures,
voib olla vaja so6det muuta. Muudetud so66tme kasutamist tuleb iiksikasjalikult kirjeldada ja pohjendada (3, 4).

Biomassi algkontsentratsioon

Biomassi algkontsentratsioon peab kdigis uuritava ainega kultuurides olema sama ja piisavalt madal, et kasv piisiks
kogu inkubatsiooniaja kestel eksponentsiaalne ja ei tekiks toitainete ammendumise ohtu. Biomassi kuivaine alg-
kontsentratsioon ei tohi olla korgem kui 0,5 mg/l. Soovitatakse kasutada jargmisi rakkude algkontsentratsioone:

Pseudokirchneriella subcapitata 5x10°-10%  rakku/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x10° rakku/ml
Navicula pelliculosa 10* rakku/ml
Anabaena flos-aquae 10* rakku/ml
Synechococcus leapoliensis 5x10*-10°  rakku/ml

Uuritava aine kontsentratsioon

Kontsentratsioonivahemiku, milles moju tdendoliselt avaldub, voib médrata mdjuvahemiku hindamise katsete tu-
lemuste alusel. Lopliku katse tegemisel kasutatakse viahemalt viit geomeetrilise jadana jdrjestatud kontsentratsioo-
ni, kus jadategur ei ole suurem kui 3,2. Laugema kontsentratsiooni-mdju kdvera korral voib olla digustatud suurema
jadateguri kasutamine. Eelistatavalt peaks kontsentratsioonide jada hdlmama vahemiku, milles vetikate kasvukiirus
pidurdub 5-75 % vorra.

Paralleel- ja kontrollkultuurid

Katseplaanis tuleb ette niha kolm paralleelkultuuri iga uuritava kontsentratsiooni kohta. Kui avastatava mojuta
kontsentratsiooni méddramist ei nduta, vdib katseplaani muuta selliselt, et suurendatakse uuritavate kontsentrat-
sioonide arvu ja vahendatakse paralleelkultuuride arvu ithe kontsentratsiooni kohta. Paralleelseid kontrollkultuure
peab olema vidhemalt kolm ja parimal juhul voiks neid olla kaks korda rohkem kui iga uuritava kontsentratsiooni
puhul kasutatavaid paralleelkultuure.

Uuritava aine kontsentratsioonide maaramiseks voib valmistada eraldi katselahuste seeria (vt punkt 1.8.11, neljas
ja kuues 16ik).

Kui uuritava aine lahustamiseks kasutatakse lahustit, tuleb katseplaanis ette niha tdiendavad kontrollkultuurid, mil-
lele on lisatud lahustit samas kontsentratsioonis kui uuritava ainega kultuuridele.

Inokulum-kultuuri valmistamine

Harjutamaks katsevetikaid katsetingimustega ja tagamaks, et katselahuse inokuleerimisel on vetikad eksponent-
siaalse kasvu faasis, valmistatakse katsekeskkonnas 2—4 pieva enne katse algust inokulum-kultuur. Vetikate bio-
mass reguleeritakse nii, et inokulum-kultuuris oleks enne katse algust ilekaalus eksponentsiaalne kasv. Inokulum-
kultuuri inkubeeritakse samades tingimustes kui uuritava ainega kultuure. Veendumaks, et katsetiivi kasvab
kultiveerimistingimustes normaalselt, moddetakse inokulum-kultuuris biomassi juurdekasvu. 3. liites on esitatud
iihe vetikate kultiveerimise katse ndide. Rakkude siinkroonse pooldumise valtimiseks katse ajal voib olla vajalik
inokulum-kultuuri teistkordne tilekandmise etapp.
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Katselahuste valmistamine

Kaigis katselahustes peab so6tme kontsentratsioon ja katsevetikate biomassi algkontsentratsioon olema iihesugu-
ne. Valitud kontsentratsiooniga katselahuste valmistamiseks segatakse tavaliselt uuritava aine péhilahus so6tme ja
inokulum-kultuuriga. Pohilahuse saamiseks lahustatakse uuritav aine tavaliselt so6tmes.

Vees raskesti lahustuvate ainete lisamiseks sootmele voib kasutada lahusteid, niiteks atsetooni, t-butiiiilalkoholi voi
dimetiiiilformamiidi (2, 3). Lahusti kontsentratsioon ei tohi olla kdrgem kui 100 pl/l ja peab olema sama koigis kat-
seseeria kultuurides, kaasa arvatud kontrollkultuurid.

Inkubeerimine

Katsendud suletakse 6hku labi laskvate korkidega. Nousid loksutatakse ja need asetatakse kultiveerimisseadmesse.
Katse ajal on vetikaid vaja hoida suspensioonis ja soodustada CO, transporti. Selleks loksutatakse voi segatakse kul-
tuure pidevalt. Kultuure termostateeritakse temperatuurivahemikus 21-24 °C tipsusega + 2 °C. Kui kasutatakse
1. liites loetlemata liike (nt troopilised liigid), voib olla vaja valida kdrgem temperatuur, kuid nduetele vastavuse
kriteeriumid peavad olema tdidetud. On soovitav paigutada kolvid inkubaatoris juhuslikult ja muuta iga pdev nen-
de paigutust.

Katse ajal ei tohi kontrollkeskkonna pH tdusta enam kui 1,5 tihiku vorra. Kui uuritakse metalle voi thendeid, mis
katsekeskkonna pH vairtustel on osaliselt ioniseeritud, voib reprodutseeritavate ja selgete tulemuste saamiseks olla
vaja piirata pH muutumist. Tehniliselt on vdimalik saavutada, et pH muutuks vihem kui 0,5 tthikut, kui tagada,
nditeks loksutamiskiiruse suurendamisega, piisavalt kiire CO, tilekanne atmosfaariohust katselahusesse. Teine voi-
malus on vihendada CO, tarvet, vihendades algset biomassi voi katse kestust.

Pinnale, millel inkubeeritakse kultuure, suunatakse pidev tthtlane killmvalge voi paevavalgusspektriga fluorestsents-
valgus. Vetikate ja tsiianobakterite tiivede valgusetarve on erinev. Valguse intensiivsus valitakse vastavalt kasutata-
va katseorganismi vajadusele. Soovitatud rohevetikaliikide puhul valitakse valguse intensiivsuseks katselahuste
tasapinnal 60-120 pEm 2s™!, moddetuna sobiva anduri abil fotosiinteesiks sobivas lainepikkuse vahemikus
400-700 nm. Moni liik, eriti Anabaena flos-aquae, kasvab histi ndrgema valguse juures ja liigne valgus vaib teda
kahjustada. Sellise liigi puhul valitakse keskmiseks valguse intensiivsuseks 40-60 pEm™2s™". (Luksides kalibreeritud
fotomeetri puhul vastab kiillmvalge valguse soovitatud valgustatuse vahemikule 60-120 pEm s vahemik 4 440
— 8 880 luksi). Valguse intensiivsus inkubatsiooniala eri osades ei tohi keskmisest véartusest erineda iile 15 %.

Katse kestus

Katse kestab harilikult 72 tundi. Voib siiski kasutada ka lithema v&i pikema kestusega katseid tingimusel, et koiki
nouetele vastavuse kriteeriume (vt punkt 1.7) on voimalik tiita.

Mootmised ja analiiiitilised médramised

Katse ajal méddratakse vetikate biomassi igas kolvis vahemalt iiks kord 66pdevas. Kui modtmiseks kasutatakse kat-
selahusest pipetiga vdetud viikesi proove, ei panda neid enam katselahusesse tagasi.

Biomassi mdddetakse kas mikroskoobi abil rakkude silmaga loendamisega voi elektroonilise osakeste loenduriga
(médratakse rakkude arv ja/voi biomaht). Voib kasutada ka alternatiivmeetodeid, nt ldbivoolutsiitomeetriat, kloro-
fulli fluorestsentsi in vitro voi in vivo (6, 7) voi optilist tihedust, kui saab ndidata, et katses esinevas biomassi vahe-
mikus on asjaomaste parameetrite ja biomassi vahel rahuldav korrelatsioon.

Lahuste pH moddetakse katse alguses ja 1opus.

Kui uuritavat ainet on kasutatavas kontsentratsioonivahemikus voimalik méirata, siis kontrollitakse aine algkont-
sentratsiooni katselahuses ja kontsentratsiooni piisivust katse ajal.
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Kui kontsentratsiooni muutus katse ajal on tdenioliselt alla 20 % nominaalvaartusest, siis piisab uuritava aine kont-
sentratsiooni maaramisest katse alguses ja 1opus ithel madalal ja iithel korgel vaartusel ja eeldatava EC,, laheduses.
Kui kontsentratsioon tdendoliselt ei piisi vahemikus 80-120 % nominaalvaartusest, siis soovitatakse koigi uurita-
vate kontsentratsioonide méddramist katse alguses ja 16pus. Kui uuritav aine on lenduv, ebapiisiv voi adsorbeerub
pindadele, soovitatakse katse ajal votta iga 24 tunni tagant mairamiseks lisaproove, et paremini jilgida uuritava
aine kadu. Selliste ainete puhul on vaja tiiendavaid paralleelkultuure. Igal juhul on uuritava aine kontsentratsioone
igal uuritaval véidrtusel vaja mddrata ainult ithes paralleelkultuuri ndus (voi ithes paralleelkultuuridest kokku sega-
tud proovis).

Sootmeid, mis valmistatakse spetsiaalselt kokkupuutekontsentratsiooni maaramiseks, kdideldakse tapselt samuti kui
katses kasutatavaid s66tmeid, st need inokuleeritakse vetikatega ja neid inkubeeritakse samades tingimustes. Uuri-
tava aine kontsentratsiooni maaramiseks lahuses voib olla vaja vetikate eraldamist kasvukeskkonnast. Eraldami-
seks kasutatakse eelistatavalt tsentrifuugimist madalal, kuid vetikate sadestamiseks piisaval kiirendusel.

Kui saab tdendada, et uuritava aine kontsentratsioon piisib katse ajal nominaalse voi mdddetud algvaartuse lihe-
duses tdpsusega * 20 %, voib tulemuste analiiiisil kasutada nominaalset voi moddetud algvidrtust. Kui kdrvalekalle
nominaalsest voi moddetud algvaartusest on suurem kui + 20 %, kasutatakse tulemuste analiiiisil katse geomeetri-
list keskmist kontsentratsiooni voi uuritava aine kontsentratsiooni muutumist kajastavaid mudeleid (3, 8).

Vetikate kasvu pidurdamise katse on diinaamilisem kui enamik muid veeorganismidele miirgise toime méddramise
kiirkatseid. Sellepdrast voib olla raske kindlaks teha tegelikku kokkupuutekontsentratsiooni, eriti kui uuritakse ad-
sorbeeruvat ainet madalal kontsentratsioonil. Uuritava aine kadumine lahusest adsorbeerumise tottu kasvavale ve-
tikate biomassile ei tihenda sel juhul, et aine on katsesiisteemist kadunud. Katsetulemuste analiiiisimisel tuleb
kontrollida, kas uuritava aine kontsentratsiooni vahenemisega katse ajal kaasneb kasvu pidurdumise vahenemine.
Kui kasvu pidurdumine viheneb, voib kaaluda uuritava aine kontsentratsiooni vihenemist kajastava sobiva mudeli
rakendamist (8). Kui kasvu pidurdamine ei vihene, voib olla sobiv kasutada tulemuste analiiiisil nominaalset vi
mdddetud algkontsentratsiooni.

Muud tihelepanekud

Inokulum-kultuuri vaadeldakse mikroskoobiga veendumaks, et kultuur on normaalse ja terve vilimusega, ning kat-
se 16pus uuritakse kultuuri mikroskoobiga, et avastada vetikate morfoloogilisi muutusi (mis vdivad olla pdhjusta-
tud kokkupuutumisest uuritava ainega).

Piirsisalduskatse

Teatavatel asjaoludel, nditeks kui eelkatse nditab, et kontsentratsioonil kuni 100 mg-l’1 voi katsekeskkonnas lahus-
tuvuse piirkontsentratsioonil (olenevalt sellest, kumb on madalam), ei avalda uuritav aine toksilist moju, voib teha
piirsisalduskatse, milles vérreldakse kontrollrithmas ja ithes katserithmas (kontsentratsioonil 100 mg-I™! v&i lahus-
tuvuse piirkontsentratsioonil) avalduvat mdju. Piirsisalduskatse tegemisel soovitatakse kindlasti maarata ka kokku-
puutekontsentratsioon. Kodik eespool kirjeldatud katsetingimused ja nduetele vastavuse kriteeriumid on
rakendatavad ka piirsisalduskatse puhul, ent uuritava ainega tuleb teha vihemalt kuus paralleelkatset. Kontroll- ja
katserithma kostemuutujate analiiiisil vib keskvairtusi vorrelda statistilise kriteeriumi (nt Studenti t-kriteerium)
abil. Kui kahe rithma dispersioonid erinevad, kasutatakse mittevordsete dispersioonide juhtumile kohandatud
t-kriteeriumi.

Muudatus intensiivse virvusega ainete miiramise puhul

Valgustatus (valguse intensiivsus) peaks olema kiesolevas katsemeetodis ette nihtud vahemiku iilemises otsas:
120 pEm™~%s™! v&i suurem.

Optilise tee pikkust tuleks lithendada katselahuste ruumala vahendamisega (vahemikus 5-25 ml).

Tuleks tagada piisav segamine (nditeks modduka loksutamisega), et vetikad voimalikult sageli satuksid hea valgus-
tatuse tingimustesse kasvukeskkonna pinnal.
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2.1.

2.2.

KATSEANDMED

KASVUKOVERATE EHITAMINE

Katsendus olevat biomassi voib viljendada modtmisel kasutatud asendusparameetri (nt rakkude arvu, fluorestsent-
si) tthikutes.

Katse- ja kontrollkultuurides mairatud biomassi ning uuritava materjali kontsentratsioonid, mis registreeritakse vé-
hemalt iga tdistunni moodumisel, ja mootmise ajad kantakse tabelisse ja nende andmete pohjal ehitatakse graafik.
Sel esimesel etapil voib olla vaja nii logaritmilist kui ka lineaarset skaalat, kuid logaritmiline skaala on kohustuslik
ja tildiselt saab katse ajal esinevaid kasvulaadi muutusi selles paremini esitada. Logaritmilises skaalas saadakse eks-
ponentsiaalse kasvu puhul sirge, mille tdus nditab kasvu erikiirust.

Kasvugraafikute abil kontrollitakse, kas kontrollkultuuride kasv on kogu katse jooksul eksponentsiaalne ja toimub
eeldatud kiirusega. Iga andmepunkti ja graafikute kuju hinnatakse kriitiliselt veendumaks, et originaalandmetes ei
ole vigu ja katse on labi viidud korrektselt. Eriti kontrollitakse andmepunkte, mille kdrvalekaldumises voib kaht-
lustada siistemaatilist viga. Kui katse labiviimises saab tuvastada vea voi selle olemasolu voib pidada viga tdendo-
liseks, siis tahistatakse asjaomane punkt voorvairtusena ja seda punkti ei arvestata hiljem statistilisel analiiiisil.
(Niiteks voib vetikate nullkontsentratsioon iihes kahest vdi kolmest paralleelndust osutada sellele, et ndu ei
inokuleeritud digesti voi see oli halvasti puhastatud.) PShjused, miks teatavat andmepunkti kisitleti vodrvaartusena
ja ei arvestatud, tuleb katseprotokollis selgesti esitada. Lubatavaks pdhjuseks peetakse ainult (harva esinevaid) vigu
katse ldbiviimises, mitte aga vihest tipsust. Kdnesoleva kiisimuse puhul saab statistilisi meetodeid vo6rvairtuste
kindlakstegemiseks kasutada iiksnes piiratult ja need ei asenda eksperdihinnangut. Edasisel katseandmete esitami-
sel graafiku voi tabelina on soovitav esitada koos muude punktidega ka vodrvairtustele vastavad (ja sellisena td-
histatud) punktid.

KOSTEMUUTUJAD

Konesoleva katse eesmérk on méddrata uuritava aine moju vetikate kasvule. Kuna litkmesriikide eelistused ja regu-
leerimisvajadused on erinevad, ksitletakse kdesolevas metoodikas kahte kostemuutujat. Et katsetulemused oleksid
vastuvoetavad koikides liitkmesriikides, tuleb uuritava moju hindamisel kasutada molemat jargnevalt kirjeldatud kos-
temuutujat (a ja b).

a)  Keskmine kasvu erikiirus: see kostemuutuja arvutatakse katse ajal toimunud biomassi juurdekasvu logaritmi
alusel ja viljendatakse tihe 66pdeva kohta.

b)  Saagis: see kostemuutuja on biomasside vahe katse 1opus ja alguses.

Kui kdesolevat meetodit rakendatakse ELi digusraamistikus, peaksid tulemuste arvutused tagapool kirjeldatud poh-
jusi arvestades pohinema kasvu keskmisel erikiirusel. Tuleb markida, et nende kahe kostemuutuja abil arvutatud
toksilisuse vaartused ei ole vorreldavad ning seda erinevust tuleb katsetulemuste kasutamisel arvestada. Kui jirgi-
takse kdesoleva metoodika tingimusi, on asjaomaste ldhenemisviiside matemaatilise aluse eripara tdttu keskmisel
kasvu erikiirusel pohinevad EC, véartused (E,C,) iildiselt suuremad kui saagise alusel saadud tulemused (E,C,). See
erinevus ei ole tdlgendatav kahe kostemuutuja tundlikkuse erinevusena; asjaomased vaartused on lihtsalt matemaa-
tiliselt erinevad. Keskmise kasvu erikiiruse mdiste pohineb vetikate iildisel eksponentsiaalsel kasvul piiramata kul-
tuuris, kusjuures toksilisus maaratakse kasvukiirusele avaldatava moju alusel; see ei sdltu kontrollkultuuri kasvu
erikiiruse tegelikust véirtusest, kontsentratsiooni-moju sdltuvuse suurenemisest voi katse kestusest. Kui kostemuu-
tujaks on saagis, siis soltuvad tulemused aga kéikidest mainitud kérvalmuutujatest. E,C, soltub igas katses kasuta-
tud vetikaliigi kasvu erikiirusest ja maksimaalsest kasvu erikiirusest, mis voib eri vetikaliikidel ja isegi tihe liigi eri
tiivedel olla erinev. Seda kostemuutujat ei tohi kasutada, kui vorreldakse vetikaliikide voi -tiivede tundlikkust tok-
siliste ainete suhtes. Kuigi kasvu erikiiruse kasutamine toksilisuse maaramiseks on teaduslikult paremini pohjenda-
tud, vaadeldakse kiesolevas metoodikas toksilisuse madramist ka saagise pohjal, et votta arvesse teatavate
litkmesriikide praegusi noudeid.
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2.2.1.

2.2.2.

Keskmine kasvukiirus

Nii kontrollkultuuride kui uuritava ainega kultuuride puhul arvutatakse teatava ajavahemiku keskmine kasvu eri-
kiirus ndus biomassi suurenemise logaritmist jirgmise valemi abil:

lan—lnXl. (66piev)
o= o P
Ji 1

kus:

f; on keskmine kasvu erikiirus ajavahemikul i—j;

X; on biomass ajahetkel i;

i

X; on biomass ajahetkel j.

Iga katse- ja kontrollrithma puhul arvutatakse kasvukiiruse keskmine vartus ja selle dispersiooni hinnang.

Arvutatakse kogu katse (tavaliselt pievad 0-3) keskmine kasvu erikiirus, vottes aluseks inokuleerimiseks kasutatud
nominaalse biomassi véidrtuse, mitte biomassi moddetud algvéirtuse, sest harilikult saadakse nii tdpsem tulemus.
Kui biomassi mddtmise seade (nt labivoolutsiitomeeter) voimaldab médrata inokulumi biomassi piisavalt tapselt,
voib lahtuda siiski biomassi mdddetud algkontsentratsioonist. Kasvukiirusi hinnatakse ka 16ikude kaupa, need véir-
tused arvutatakse iga 6opieva kohta (katsepdevad 0-1, 1-2 ja 2-3) ja kontrollitakse, kas kontrollkultuuri kasvu-
kiirus piisib muutumatuna (vt punkt 1.7, nduetele vastavuse kriteerium). Kui esimesel katsepdeval leitakse tildisest
keskmisest viirtusest oluliselt viiksem kasvu erikiirus, voib see osutada ootefaasi esinemisele. Kontrollkultuuri oo-
tefaasi voib minimeerida voi praktiliselt korvaldada eelkultuuri dige paljundamisega; uuritava ainega kultuuri pu-
hul v6ib ootefaasi olemasolu osutada taastumisele esialgsest toksilise aine pShjustatud stressist voi uuritava aine
sisalduse vihenemisele seoses aine kaoga parast kokkupuudet (ka sorptsiooni tottu vetikate biomassil). Selleparast
voib kasvukiiruse 16ikude kaupa hindamist kasutada ka selleks, et médrata uuritava aine moju kokkupuuteaja jook-
sul. Loikude kaupa leitud kasvukiiruste ja keskmise kasvukiiruse olulised erinevused osutavad korvalekaldumisele
pidevast eksponentsiaalsest kasvust; sel juhul on kasvukdveraid vaja iiksikasjalikult uurida.

Iga uuritavat ainet sisaldava paralleelkultuuri puhul arvutatakse kasvukiiruse pidurdumise protsent jirgmise valemi

abil:

_ He—Hr
He

%I, x100

kus:

%I, on keskmise kasvu erikiiruse pidurdumise méar protsentides;
Be on keskmise kasvu erikiiruse (1) keskvéirtus kontrollrithmas;

pr on asjaomase uuritava ainega kultuuri keskmine kasvu erikiirus.

Kui katselahuste valmistamiseks kasutatakse lahusteid, tuleb pidurdumise maara arvutamisel kasutada lahustit si-
saldavaid kontrollkultuure, mitte lahustivabasid kontrollkultuure.

Saagis

Iga kontrollkultuuri v6i uuritava ainega kultuuri puhul arvutatakse saagis, lahutades biomassist katse 16pus bio-
massi katse alguses. Iga uuritava kontsentratsiooni ja kontrollkultuuri jaoks arvutatakse keskmine saagis ning selle
dispersiooni hinnang. Saagise vihenemine protsentides (%) arvutatakse iga uuritava ainega paralleelkultuuri pu-
hul jargmiselt:

Y.-Y
%Iy=¥><100
C

%L, on saagise vihenemine protsentides;
Yc on kontrollrithma keskmine saagis;

Yr on asjaomase uuritava ainega kultuuri saagis.
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2.3.

2.4,

KONTSENTRATSIOONI-MOJU KOVERA EHITAMINE

Andmed kantakse graafikule koordinaadistikus, mis néitab protsentides viljendatud pidurdumismaira soltuvust
uuritava aine kontsentratsiooni logaritmist; graafikut uuritakse iiksikasjalikult, jittes korvale koik esimesel etapil
korvale jaetud punktid. Labi punktide ehitatakse kasitsi voi arvutiinterpolatsiooni abil sujuv kdver, mis annab es-
mapildi kontsentratsiooni-moju seosest; seejirel rakendatakse iiksikasjalikumat lihenemisviisi, eelistatavalt monda
arvutistatistilist meetodit. Olenevalt andmete edasisest kasutamisest, kvaliteedist (tdpsusest) ja hulgast ning andme-
te analiiisivahendite kittesaadavusest, voidakse andmete analiiisimine sellega 15petada (teatavatel juhtudel on see
digustatud) ning lihtsalt lugeda peamised véirtused ECs, ja EC,, (ja/vdi EC,) silma jdrgi ehitatud koveralt (vt ka
stimuleerivat mdju késitlev punkt allpool). Mdjuvad pdhjused statistiliste meetodite kasutamisest loobumiseks voi-
vad olla niiteks jargmised:

— andmed ei voimalda saada arvutimeetoditega usaldusvddrsemaid tulemusi kui eksperdihinnanguga — sellisel
juhul véivad moned arvutiprogrammid iildse mitte anda usaldusvaarseid lahendeid (iteratsioonisammud voi-
vad mitte koonduda jne);

— olemasolevad arvutiprogrammid ei voimalda adekvaatselt hinnata kasvu stimuleerivat moju (vt allpool).

STATISTILISED MEETODID

Eesmirk on leida regressioonanaliiiisi abil kvantitatiivne seos kontsentratsiooni ja moju vahel. Voib kasutada kaa-
lutud lineaarset regressiooni parast kosteandmete lineariseerivat teisendamist néiteks probit-, logit- voi Weibulli ithi-
kute kujule (9), kuid eelistada tuleb siiski mittelineaarse regressiooni meetodeid, mis sobivad paremini véltimatute
andmevigade ja sujuvast jaotusest kdrvalekallete puhul. Kui andmevead lihenevad null-pidurdusele voi tdielikule
pidurdusele, vdivad need teisendustel véimendada ja segada analiiiisi (9). Tuleb silmas pidada, et probit-, logit- voi
Weibulli teisendusega standardsed analiiiisimeetodid on ette ndhtud kdik-vi-mitte-midagi-andmete (nt suremus
voi elulemus) analiiiisiks ja kasvu voi biomassi andmete analiiiisimiseks tuleb neid kohandada. Konkreetsed mee-
todid EC, véirtuste mddramiseks pidevate andmete alusel on esitatud publikatsioonides (10, 11, 12). Mittelineaarse
regressiooni kasutamist on iiksikasjalikult késitletud 4. liites.

Kummagi kostemuutuja puhul arvutatakse kontsentratsiooni-maju kdverast punkti EC, hinnangud. Voimaluse kor-
ral méiratakse iga hinnangu usaldusvahemik 95 % usaldusnivoo jaoks. Kosteandmete sobivust regressioonimude-
liga hinnatakse graafiliselt voi statistiliselt. Regressioonanaliitisiks ei kasutata katserithma keskvéddrtusi, vaid
individuaalsete paralleelkultuuride koste vadrtusi. Kui andmete suure hajuvuse tottu on kdvera mittelineaarne la-
hendamine raske voi vdimatu, vdib probleemi iiletamiseks kasutada rithmade keskvédrtuste regressioonanaliiiisi —
see on praktiline lahenemisviis, mis vdimaldab vdhendada oletatavate voorviidrtuste moju. Selle voimaluse kasuta-
mise korral tuleb katseprotokolli teha markus, et kalduti korvale tavalisest toimimisviisist, kuna kdvera ldhenda-
mine individuaalsete paralleelkultuuride andmetega ei andnud head tulemust.

Kui tavalised regressioonimudelid ja -meetodid katseandmete puhul ei sobi, voib EC5, hinnangute ja usaldusvahe-
mike leidmiseks kasutada ka lineaarset interpolatsiooni koos andmete usaldusvairsuse iteratiivse kontrollimisega
(bootstrapping) (13).

Selleks et mddrata madalaim avastatava mdjuga kontsentratsioon, selle kaudu ka avastatava mdjuta kontsentrat-
sioon ja kirjeldada uuritava aine mdju kasvukiirusele, on vaja vorrelda uuritava ainega kultuuride keskvéirtusi dis-
persioonanaliiiisi (ANOVA) abil. Iga kontsentratsiooni puhul leitud keskvéidrtust vorreldakse seejdrel
kontrollkultuuride keskvairtusega, kasutades sobivat mitmekordse vordluse voi trendikatse meetodit. Dunnetti voi
Williamsi test v3ib osutuda sobivaks (14, 15, 16, 17, 18). Tuleb hinnata, kas kehtib dispersioonanaliiiisi eeldus, et
dispersioon on homogeenne. Selle hinnangu voib saada graafiliselt v6i formaaltesti abil (18). Sobivad Levene'i voi
Bartletti testid. Kui dispersioonide homogeensuse eeldus ei kehti, vdib ménikord olla abi andmete logaritmilisest
teisendamisest. Kui dispersiooni heterogeensus on viga suur ja seda ei saa korrigeerida teisendamisega, tuleb kaa-
luda Jonkheere alanevate astmetega trenditesti kasutamist. Tdiendavad juhised avastatava mojuta kontsentratsiooni
médramiseks on esitatud publikatsioonis (12).

Teaduse viimaste saavutuste pdhjal on soovitatud loobuda avastatava mdjuta kontsentratsiooni mdistest ja asen-
dada see regressioonist leitud punkti EC, hinnangutega. Kdnesoleva katse jaoks vetikatel ei ole sobivat x vdartust
veel kindlaks mairatud. Nahtavasti on see vddrtus 10-20 % vahemikus (olenevalt valitud kosteparameetrist); pa-
rem oleks esitada nii EC;, kui ka EC,,.
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2.5.

2.6.

3.1.

KASVU STIMULEERIMINE

Mdnikord tiheldatakse madalatel kontsentratsioonidel kasvu stimuleerimist (negatiivne pidurdumine). Selle poh-
juseks voib olla hormees (miirgise aine stimuleeriv toime) voi kasutatud minimaalsootmele stimuleeriva kasvufak-
tori lisamine katsematerjaliga. Tuleb arvestada, et anorgaaniliste toitainete lisamine ei peaks avaldama otsest mdju,
sest katsekeskkonnas on kogu katse viltel toitaineid liiaga. Tavaliselt vdib ECs, arvutamisel viikeste dooside sti-
muleerivat mdju mitte arvestada, kui see mdju ei ole liiga suur. Kui stimuleeriv mdju on véga suur voi on vaja leida
EC, vidrtus vdikese x puhul, vdib vaja minna erimeetmeid. Vdimaluse korral tuleb viltida stimuleerimist kajasta-
vate tulemuste véljajatmist andmeanaliiiisist; kui olemasolev koveraga lihendamise tarkvara ei voimalda norka sti-
muleerimist toodelda, voib kasutada lineaarset interpolatsiooni koos andmete usaldusvdirsuse iteratiivse
kontrollimisega. Kui stimuleerimine on viga tugev, voib kaaluda hormeesimudeli kasutamist (19).

KASVU PIDURDAMINE MITTETOKSILISTE AINETEGA

Valgust neelavad uuritavad materjalid voivad vahendada kasvukiirust, kuna varjestamine vihendab kittesaadavat
valgust. Sedalaadi fuiisikalised mojud tuleb toksilisest mojust katsetingimuste muutmisega lahku viia, ja fuiisikalisi
mdjusid tuleb kirjeldada eraldi. Asjaomased juhtnoorid on esitatud publikatsioonides (2, 3).

TULEMUSTE ESITAMINE

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokollis esitatakse jargmine teave.

Uuritav aine:

— fiiiisikaline iseloomustus ja asjakohased fiiiisikalis-keemilised omadused, kaasa arvatud lahustuvus vees;
—  keemiline iseloomustus, kaasa arvatud puhtusaste.

Katseorganismi liik:

—  tiivi, paritolukollektsioon vdi eraldamise koht, kasutatud kultiveerimistingimused.
Katsetingimused:

— katse alustamise kuupiev ja katse kestus;

— katseplaani kirjeldus: katsendud, kultuuri mahud, biomassi tihedus katse alguses;
— sootme koostis;

— uuritud kontsentratsioonid ja paralleelkultuurid (paralleelkultuuride arv, uuritud kontsentratsioonide arv, ka-
sutatud geomeetriline progressioon);

— katselahuste valmistamise kirjeldus, sh lahustite kasutamine jne;
—  kultiveerimisseade;

— valguse intensiivsus ja kvaliteet (valgusallikas, valguse iithtlus);
— temperatuur;

— uuritud kontsentratsioonid: nominaalsed uuritud kontsentratsioonid ja katsendudes oleva uuritava aine kont-
sentratsiooni madramiste tulemused. Mirgitakse meetodi tulemuslikkus ja uuritavas siisteemis méddratav mi-
nimaalne kontsentratsioon;

—  koik korvalekaldumised kiesolevast metoodikast;
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biomassi madramise meetod ning mdddetava parameetri ja kuivmassi korrelatsiooni tdendid.

Katsetulemused:

pH viirtused koikide katsete alguses ja 1opus;
biomass igas kolvis igas modtmispunktis ning biomassi modtmise meetod;
kasvukoverad (graafikud, kuidas biomass muutus aja muutudes);

iga uuritava ainega paralleelkultuuri puhul arvutatud kostemuutujate vairtused, keskvairtused ja paralleelkul-
tuuride variatsioonikordaja;

graafik, kuidas mdju s6ltub kontsentratsioonist;

kostemuutujate (nt ECs,, EC,q, EC,) abil viljendatud toksilisuse hinnangud ja nende usaldusvahemikud. Ma-
dalaim avastatava mdjuga kontsentratsioon ja ka avastatava mojuta kontsentratsioon (kui need arvutati) ning
nende mairamiseks kasutatud statistilised meetodid;

kui kasutati dispersioonanaliiiisi (ANOVA), siis avastatava efekti suurus (nt véikseim oluline erinevus);
uuritava ainega kultuuris jalgitud kasvu stimuleerimine;
muu tiheldatud moju, nt vetikate morfoloogilised muutused;

tulemuste arutelu, kaasa arvatud kdesolevast metoodikast kdrvalekaldumise voimalik moju katsetulemustele.
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Rohevetikad

Tiived, mille sobivus katseks on tdendatud

1. liide

—  Pseudokirchneriella subcapitata (varasem liiginimi Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (varasem liiginimi Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG

Rinivetikad

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

Tsiianobakterid

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

—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Tiivede kollektsioonid

Soovitatud tiived on kittesaadavad vetikate monokultuuridena jargmistest kollektsioonidest (tdhestikulises jarjestuses):

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: Sammlung von Algenkulturen

Albrecht-von-Haller-Institut

Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18
D-3400 Gottingen
GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae
Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology

School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712
USA

Soovitatavate liikide viline iseloomustus ja omadused

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Viline iseloomustus Koverdunud Ovaalsed Kepikesed Ovaalsete Kepikesed

kruvijad eraldi | enamasti eraldi rakkude ahelad

rakud rakud
Mootmed 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6x1
(pikkus x 1dbimddt) pm
Rakumaht (um’|rakk) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5 (%)
Raku kuivmass (mg/rakk) 2-3x 1078 3-4x107% 3-4x107% 1-2 x 1078 2-3 x 1077
Kasvukiirus (%) (66pdev™") 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(1) Médratud elektroonilise osakesteloenduri abil.

(?) Arvutatud modtmete alusel.

(}) Koige sagedamini tiheldatav kasvukiirus OECD sootmel, kui valgustatus on 70 pEm

-2 sfl

ja temperatuur 21 °C.
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Konkreetsed soovitused soovitatavate katseliikide kultiveerimiseks ja kiitlemiseks

Pseudokirchneriella subcapitata ja Desmodesmus subspicatus

Neid rohevetikaid on iildiselt kerge sdilitada erinevatel so6tmetel. Teavet sobivate sootmete kohta voib saada vetikakultuuri
kollektsioonidest. Tavaliselt on rakud eraldi ja rakkude kontsentratsiooni on kerge mddrata elektroonilise osakesteloenduri
voi mikroskoobi abil.

Anabaena flos-aquae

Tivikultuuri sdilitamiseks voib kasutada erinevaid so6tmeid. Portskultuuri uuendamisel on eriti tdhtis valtida kasvu vilju-
mist logaritmilisest faasist, sest logaritmilise kasvu taastamine on raske.

Anabaena flos-aquae areneb kokkukeerdunud rakuahelate kogumitena. Olenevalt kultiveerimistingimustest voib nende raku-
kogumite suurus olla erinev. Kui biomassi médramiseks kasutatakse loendamist mikroskoobi abil véi elektroonilist osakes-
teloendurit, voib olla vaja neid rakukogumeid 16hkuda.

Koikumiste vahendamiseks rakkude loendamisel voib rakuahelad 16hkuda, to6deldes osaproove ultraheliga. Kui osaproove
toodeldakse ultraheliga kauem, kui on vaja rakuahelate 16hkumiseks, siis véivad rakud puruneda. Ultraheliga to6tlemise in-
tensiivsus ja kestus peab olema koigis katsetes ithesugune.

Tulemuste kdikumise kompenseerimiseks peab hemotsiitomeetri abil loendatud viljade arv olema kiillaldane (vihemalt 400
rakku). See muudab rakkude kontsentratsiooni mikroskoobiga mairamise usaldusvddrsemaks.

Pirast rakuahelate 16hkumist hoolika ultrahelitootluse abil voib Anabaena rakkude illdmahu mairamiseks kasutada elekt-
roonilist osakesteloendurit. Ultraheli energia tuleb nii reguleerida, et rakud jaaksid terveks.

Katsendude inokuleerimiseks kasutatava vetikasuspensiooni hea libisegatuse ja homogeensuse tagamiseks kasutatakse
poOOrissegajat.

Katsendud asetatakse orbitaal- voi vonkloksuti lauale tooreziimil ligikaudu 150 pooret minutis. Anabaena rakukogumite
moodustumist vdib takistada ka perioodilise loksutamisega. Kui rakukogumid siiski tekivad, tuleb jilgida, et biomassi moot-
miseks voetavad proovid oleksid representatiivsed. Voib olla vajalik kultuuri tugev segamine, et [ohkuda vetikakogumid enne
proovi votmist.

Synechococcus leopoliensis

Tiivikultuuri sdilitamiseks voib kasutada erinevaid sootmeid. Teavet sobivate sootmete kohta voib saada vetikakultuuri
kollektsioonidest.

Synechococcus leopoliensis kasvab eraldi kepikesekujuliste rakkudena. Rakud on viga viikesed, mis raskendab biomassi moot-
mist rakkude loendamisega mikroskoobi abil. Voib kasutada elektroonilist osakesteloendurit, mis vdimaldab loendada osa-
kesi labimddduga alates 1 pm. Voib kasutada ka fluorimeetrilisi mootmisi in vitro.

Navicula pelliculosa

Tiivikultuuri sdilitamiseks voib kasutada erinevaid sootmeid. Teavet sobivate sodtmete kohta voib saada vetikakultuuri kol-
lektsioonidest. Tuleb silmas pidada, et soode peab sisaldama silikaati.

Navicula pelliculosa v3ib teatavates kasvutingimustes moodustada rakukogumeid. Lipiidide moodustumise tottu voivad veti-
karakud ménikord koguneda Shukesse pinnakihti. Sel juhul tuleb biomassi madramiseks vajalike osaproovide votmisel ra-
kendada erimeetmeid selleks, et proovid oleksid representatiivsed. Niiteks vdib vaja minna intensiivset segamist
poorissegajaga.
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2. liide

Sootmed

V6ib kasutada iihte jargmistest sootmetest.

OECD s66de: originaalsoode OECD TG 201, vastab ka standardile ISO 8692.

US EPA so6de AAP, vastab ka standardile ASTM.

Nende sootmete valmistamisel kasutatakse keemiliselt voi analiiiitiliselt puhtaid kemikaale ja deioniseeritud vett.

USA Keskkonnakaitseagentuuri (U.S. EPA) AAP-s66tme ja OECD eeskirjas 201 ette nihtud s66tme koostis

Koostisaine EPA OECD

mg/l mM mg(l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
Mg(l,-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
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl, 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,Mo0,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CuCl,-2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7.5 8,1

() EDTA ja raua moolsuhe on veidi suurem kui 1. See hoiab idra raua sadestumise, samas kui kelaatide moo-
dustumine raskmetallide ioonidega on minimaalne.

Kui katses kasutatakse ranivetikat Navicula pelliculosa, lisatakse kummalegi s66tmele Na,SiO59H,O kontsentratsioonini
1,4 mg Si/l.

Noutav sootme pH saavutatakse, kui sootme karbonaatsiisteem on tasakaalus CO, partsiaalrdhuga atmosfadrichus. pH véar-
tus ja vesinikkarbonaadi molaarne kontsentratsioon 25 °C juures on omavahel seotud jargmise ligikaudse vorrandiga:

pHeq = 11,30 + log [HCO,]

Kui NaHCO; sisaldus on 15 mg/l, siis pH,q = 7,5 (U.S. EPA s66de); kui NaHCOj sisaldus on 50 mg]l, siis pH,, = 8,1 (OECD
s6ode).
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Elementide sisaldus katses6otmes

Element EPA OECD
mg/l mg/l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115
OECD sd6tme valmistamine
Toitaine Sisaldus pohilahuses
Pohilahus 1: makrotoitained
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 g~1‘1
CaCl,-2H,0 1,8 g-l’1
MgSO,:7H,0 1,5 g~1’1
KH,PO, 0,16 gI™!
Pohilahus 2: raud
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mgl_1
Pohilahus 3: mikroelemendid
H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl_1
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
Pohilahus 4: vesinikkarbonaat
NaHCO, 50 g'l’1
Na,Si05-9H,0

Pohilahused steriliseeritakse membraanfiltrimise (keskmine poori 1dbimo6t 0,2 pum) voi autoklaavimise (120 °C, 15 min) abil.

Lahuseid hoitakse valguse juurdepddsuta 4 °C juures.

Pohilahuseid 2 ja 4 ei autoklaavita, vaid steriliseeritakse membraanfiltrimise abil.

Sootme valmistamiseks lisatakse veele vajalikud mahud pohilahuseid 1-4.

500 ml steriliseeritud veele lisatakse:
— 10 ml pdhilahust 1;

— 1 ml pohilahust 2;

— 1 ml pohilahust 3;

— 1 ml pohilahust 4.
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Lahuse ruumala viiakse steriliseeritud veega 1 000 milliliitrini.

Lahusel lastakse piisavalt kaua seista, et soode saavutaks tasakaalu atmosfddris oleva siisihappegaasiga; vajaduse korral bar-
boteeritakse mone tunni jooksul 14bi lahuse filtritud steriilset ohku.

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

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

A1.3.9.

Al.4.

Al.6.

AAP-s66tme valmistamine

Ligikaudu 900 ml deioniseeritud voi destilleeritud veele lisatakse a 1 ml pohilahuseid A1.2.1-A1.2.7 ja saadud la-
huse ruumala viiakse 1 liitrini.

Makrotoitainete pohilahuse valmistamiseks lahustatakse 500 ml deioniseeritud véi destilleeritud vees jargmised ko-
gused aineid. Reaktiivikogustest A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 ja A1.2.4 vdib valmistada iihe kombineeritud pdhilahuse.

NaNO; - 12,750 g.

MgCl,-6H,0 - 6,082 g.

CaCl,-2H,0 - 2,205 g.
Mikrotoitainete pohilahus — (vt A1.3).
MgSO,-7H,0 - 7,350 g.

K,HPO, - 0,522 g.

NaHCO, - 7,500 g.

Na,Si0;-9H,0 — vt mdrkus A1.1.

Markus A1.1. Kasutatakse ainult ranivetikatel tehtavates katsetes. Voib lisada otse (202,4 mg) voi pohilahuse koos-
tises, nii et rani Idppkontsentratsioon sootmes oleks 20 mg/l.

Mikroelementide p&hilahuse saamiseks lahustatakse 500 ml deioniseeritud voi destilleeritud vees jirgmised kogu-
sed aineid.

H;BO; - 92,760 mg.

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

ZnCl, - 1,635 mg.

FeCl,-6H,0 — 79,880 mg.

CoCl,6H,0 - 0,714 mg.

Na,Mo0O,-2H,0 - 3,630 mg.

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

Na,EDTA-2H,0 — 150,000 mg

[dinaatrium(etiileendinitrilo)tetraatsetaat].

Na,SeO,'5H,0 - 0,005 mg, vt mirkus A1.2.

Mirkus A1.2. Kasutatakse ainult ranivetikaliikide tiivikultuuride jaoks ette ndhtud sootmetes.
pH reguleeritakse vaartusele 7,5 0,1, kasutades 0,1 N v6i 1,0 N NaOH voi HCl lahust.

Soode filtritakse steriilsesse ndusse ldbi 0,22 pm membraanfiltri (kui kasutatakse osakeste loendurit) voi 0,45 pm
membraanfiltri (kui osakeste loendurit ei kasutata).

Kuni kasutamiseni hoitakse soodet valguse juurdepaisuta 4 °C juures.
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3. liide

Vetikate kultiveerimiskatse niide

Uldised mérkused
Allpool on kirjeldatud vetikakultuuride saamist miirgisuse maaramise katsete jaoks.

Tuleb rakendada kohaseid meetmeid, et hoida ara vetikakultuuride nakatumine bakteritega. Puhaskultuuri kasutamine voib
olla eclistatav, kuid on vaja saada selline kultuur, mis sisaldaks ainult iihte vetikat, ja kasutada seda.

Bakterite voi teiste vetikatiivedega saastumise valtimiseks tootatakse steriilsetes tingimustes.

Seadmed ja materjalid

Vt ,Meetodi kirjeldus: seadmed”.

Vetikakultuuride saamine

Toitainelahuste (séotmete) valmistamine

Koikidest so6tmeks vajalikest toitesooladest valmistatakse kontsentreeritud pohilahused, mida hoitakse valguse juurdepda-
suta ja jahedas kohas. Need lahused steriliseeritakse filtrimise voi autoklaavimisega.

Sootme valmistamiseks lisatakse steriilsele destilleeritud veele vajalik kogus pohilahust, jilgides, et lahusesse ei viidaks in-
fektsiooni. Tahke sootme saamiseks lisatakse 0,8 % agarit.

Tiivikultuur

Tavikultuur on viikesemahuline vetikakultuur, mida kantakse korraparaselt iile virskesse sootmesse ja kasutatakse katse alg-
materjalina. Kui tivikultuuri pidevalt ei kasutata, kiilvatakse see viirgudena kaldagariga katseklaasi. Kaldagarilt kantakse tii-
vikultuur timber virskele so6tmele vihemalt itks kord kahe kuu jooksul.

Tivikultuure kasvatatakse sobiva so6tmega koonilistes kolbides (maht ligikaudu 100 ml). Vetikate inkubeerimisel pideva val-
guse kdes 20 °C juures tuleb neid iga nidal iile kanda.

Teatav kogus vana kultuuri kantakse steriilse pipetiga iile virske sootmega kolbi nii, et kiirelt kasvava liigi puhul oleks alg-
kontsentratsioon ligikaudu 100 korda vidiksem kui vanas kultuuris.

Liigi kasvukiiruse voib madrata kasvukoveralt. Kui see on teada, on voimalik hinnanguliselt mairata kultuuri uude so6tmes-
se tilekandmiseks vajalik kontsentratsioon. Seda on vaja teha enne, kui kultuur jouab suremisfaasi.

Eelkultuur

Eelkultuur on moeldud vetikakoguse saamiseks, mis sobib uuritava ainega kultuuride inokuleerimiseks. Eelkultuuri inku-
beeritakse katse tingimustes ja kasutatakse siis, kui see on veel eksponentsiaalse kasvu faasis, harilikult parast 2—4 paeva kest-
nud inkubeerimist. Kui vetikakultuur sisaldab moondunud v&i ebanormaalseid rakke, praagitakse kultuur vilja.
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4. liide

Andmete to6tlemine mittelineaarse regressiooni abil

Uldised mirkused

Vetikate ja muude mikroorganismide kasvu katsetes on kostemuutujaks protsessi kiirus, kui kasutatakse kasvukiirust, voi
selle integraal aja jirgi, kui kasutatakse biomassi (biomassi kasv on pidev ehk moddetav muutuja). Kumbagi muutujat vor-
reldakse vastava keskmise kostemuutuja véirtusega paralleclsetes kontrollkultuurides, mis ei sisalda uuritavat ainet, kusjuu-
res tingimused (vetikakatse puhul on peamised méddravad tegurid valgus ja temperatuur) on valitud nii, et koste oleks
maksimaalne. Tegemist on hajus- ehk homogeense siisteemiga, mille biomassi voib vaadelda kontiinumina, arvestamata in-
dividuaalseid rakke. Sellise siisteemi koste dispersiooni jaotus soltub iiksnes katsetingimustest (harilikult on vea jaotus log-
normaalne v6i normaalne). Olukord on teistsugune kui tavaliste biotestide puhul, millest saadakse koik-voi-mitte-midagi-
andmeid, mille korral sageli eeldatakse, et dispersiooni pdhikomponent on - tavaliselt binomiaaljaotusega — individuaalsete
organismide taluvus. Antud juhul on null- ehk tausttasemeks kontrollkultuuridega saadud koste.

Lihtsal juhul viheneb normeeritud ehk suhteline koste r monotoonselt alates vaartusest 1 (nullpidurdus) kuni vddrtuseni 0
(taielik pidurdus). Tuleb silmas pidada, et koste md6tmine on seotud veaga ja niilist negatiivset pidurdust voib toodelda iiks-
nes kui juhuvea tulemust.

Regressioonanaliiiis

Mudelid

Regressioonanaliiiisi eesmirk on esitada kontsentratsiooni-mdju kover kvantitatiivselt kas matemaatilise regressioonifunkt-
siooni Y = f(C) kujul v&i sagedamini funktsioonina F(Z), kus Z = log C. Péérdfunktsioon C = f! (Y) vdimaldab arvutada EC,
vairtused ECsq, EC ja EC,, ning nende usaldusvahemikud usaldusnivool 95 %. Vetikate kasvu pidurdamise katsetes on
kontsentratsiooni mdju kirjeldamisel edukalt kasutatud mitut lihtsat matemaatilist funktsiooni. Sellisteks funktsioonideks on
nditeks logistiline vorrand, mittesimmeetriline Weibulli vorrand ja lognormaalne jaotusfunktsioon, mis koik kujutavad en-
dast sigmoidkdveraid ning ldhenevad 1-le, kui C — 0, ja 0-le, kui C —» oo,

Viimasel ajal on astimptootiliste mudelite alternatiiviks pakutud pideva lavifunktsiooni mudeleid (nt Kooijmani mudel po-
pulatsiooni kasvu pidurdamise kirjeldamiseks, Kooijman et al. 1996). Kooijmani mudeli puhul eeldatakse, et teatavast kont-
sentratsiooni lavivaartusest ECO+ allpool uuritav aine ei moju; see lavivaartus médratakse, ekstrapoleerides kontsentratsiooni-
mdju kdverat 16ikumiseni kontsentratsiooniteljega, kasutades selleks lihtsat pidevat funktsiooni, mis algpunktis ei ole
diferentseeritav.

Analiitis voib seisneda lihtsalt hilvete ruutude summa minimeerimises (oletades, et dispersioon on konstantne) voi kaalutud
hilvete ruutude summa minimeerimises (kui dispersiooni heterogeensus on kompenseeritud).

Analiiiisi kdik

Analiisi kdiku voib kirjeldada jargmiselt. Valitakse sobiv funktsioon Y = f(C) ja ldhendatakse see katseandmetega mitteli-
neaarse regressiooni abil. Et saada katseandmetest voimalikult palju teavet, on parem mitte kasutada paralleelkultuuridest
leitud keskmisi vaartusi, vaid iga tiksiku kolvi puhul saadud mootevaartusi. Teisest kiiljest nditavad kogemused, et kui dis-
persioon on suur, voib paralleelkultuuride keskmise vairtuse kasutamine anda usaldusvéirsema, katseandmete juhuslikest
vigadest vihem mojutatud matemaatilise hinnangu kui iga individuaalse andmepunkti kasutamine.

Lahendatud kdver ja mdddetud andmed kantakse graafikule ning kontrollitakse kdvera ja andmete sobivust. Selleks voib olla
eriti kasulik rakendada hilvete analiiiisi. Kui kontsentratsiooni-mdju kirjeldamiseks valitud funktsionaalseos ei kajasta hasti
kogu koverat voi monda selle olulist osa, nt madalate kontsentratsioonide mdju, valitakse ldhendamiseks muu kover —
nditeks voib siimmeetrilise kdvera asemel valida Weibulli funktsioonile vastava mittesiimmeetrilise kdvera. Negatiivne
pidurdus voib olla probleemiks nditeks lognormaalse jaotusfunktsiooni korral ja vajada samuti alternatiivset
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regressioonifunktsiooni. Sellistele negatiivsetele véartustele ei soovitata omistada nullvaartust voi vdikesi positiivseid vaar-
tusi, kuna see moonutab vigade jaotust. Voib olla vaja lihendada teatavaid kdvera osi eraldi, nt lihendada eraldi norga pi-
durduse osa EC,,q, . vdirtuste hindamiseks. Lihendatud vorrandi ja poordfunktsiooni C = £ (Y) abil arvutatakse
iseloomulike punktide EC, hinnangud, kusjuures katseprotokolli kantakse vdhemalt ECs, hinnang ning iiks voi kaks
EC,ada1 x hinnangut. Kogemused on ndidanud, et vetikakatsete tipsus vdimaldab mdistliku tdpsusega hindamist tavaliselt 10-
protsendilise pidurdustaseme juures, kui andmepunkte on kiillaldaselt ja madalatel kontsentratsioonidel ei esine segavat kas-
vu stimuleerimist. EC,, hinnang on sageli oluliselt tdpsem kui EC,, hinnang, kuna EC,, asub harilikult kontsentratsiooni-
mdju kovera keskmises, ligikaudu lineaarses osas. Kasvu stimuleerimise tottu on EC, , vdirtusi monikord raske tolgendada.
Sellepdrast soovitatakse, et kuigi EC,, on piisava tidpsusega madratav, oleks katseprotokollis alati esitatud ka EC,,.

Kaalutegurid

Dispersioon katses ei ole iildiselt konstantne ja sisaldab harilikult vordelist komponenti, sellepdrast on tavaliselt parem ka-
sutada kaalutud regressiooni. Tavaliselt eeldatakse sellise analiiiisi puhul, et kaalutegur on p66rdvordeline dispersiooniga:

W, = 1/Var(r)

Paljud regressiooniprogrammid voimaldavad valida kaalutud regressioonanaliiiisi tabelites esitatud kaalutegurite kasutami-
sega. Sobiv on kaalutegurid normeerida; selleks korrutatakse need teguriga n/T w; (n on andmepunktide arv), nii et kdikide
kaalutegurite summa on 1.

Koste normeerimine

Normeerimine kontrollkatse keskmise koste abil tekitab teatavaid pohimdttelisi raskusi ja muudab dispersiooni struktuuri
tisna keeruliseks. Kui pidurdusprotsendi saamiseks jagatakse koste véirtus kontrollkatse koste keskvadrtusega, siis tuuakse
sisse lisaviga, kuna kontrollkatse koste keskvéddrtus ise on mairatud veaga. Kui see viga ei ole tithiselt viike, tuleb regres-
siooni kaalutegureid ja usaldusintervalle parandada, arvestades kontrolli kovariatsiooni (17). Tuleb silmas pidada, et kont-
rolli koste keskvdirtuse tipne mairamine on oluline suhtelise koste iilddispersiooni vihendamiseks. Seda dispersiooni
kirjeldab jargmine valem,

milles alaindeks i margib kontsentratsiooni i ja alaindeks 0 — kontrollkultuuri:

Y, = suhteline koste = 1,/r, = 1 -1=f(C)

mille dispersioon on jargmine:

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

ja kuna

@Y/ o) =1[rgja(@Y;[0r,) =1ty ?

andmete dispersiooni normaaljaotuse ja paralleelkultuuride arvu m, ja m, puhul:

Var(r) = 6*|m;

siis suhtelise koste summaarne dispersioon Y; vordub:

Var(Y,) = 6?/(ry> m,) + 1,20%[r,* m,

Kontrollkultuuride koste keskvaartuse viga on poordvordeline ruutjuurega keskmistatud kontrollkultuuride arvust; sellepa-
rast on vea oluliseks vahendamiseks monikord digustatud varasemate andmete arvestamine. Teine vdimalus on loobuda and-
mete normeerimisest ja kasutada ldhendamisel absoluutseid koste véirtusi, kaasa arvatud kontrollkultuuride koste vaartused,
kusjuures kontrollkultuuri koste vairtust késitletakse mittelineaarse regressiooni abil lihendatava tdiendava parameetrina.
Tavalise kaheparameetrilise regressioonivorrandi puhul nduab see meetod lihendamist kolme parameetri jargi, jarelikult on
meetodi kasutamiseks vaja rohkem andmepunkte kui mittelineaarse regressiooni labiviimiseks andmetega, mida on nor-
meeritud eelnevalt kindlaks médratud kontrollkultuuri koste véirtuse abil.
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Usaldusvahemike poordhinnangud

Mittelineaarse regressiooni usaldusvahemike arvutamine po6rdhinnangu abil on iisna keeruline ega kuulu tavaliste statisti-
lise tarkvara pakettide standardvariantides ette ndhtud voimaluste hulka. Ligikaudsed usaldusvahemikud voib leida standard-
se mittelineaarse regressiooni programmide abil, kasutades imberparametriseerimist (Bruce and Versteeg, 1992), mille puhul
matemaatiline vorrand kirjutatakse timber nii, et médratavateks parameetriteks on otsitavad punktide hinnangud, (nt EC,,
ja ECs). Kui funktsioon on I = f(a, §, kontsentratsioon), kasutatakse madratlusi f(a, f, EC,) = 0,1 ja f(a, p, EC50) = 0,5 sel-
leks, et asendada funktsioon f(a, §, kontsentratsioon) ekvivalentse funktsiooniga g(EC,,, ECs,, kontsentratsioon).

Otsesema arvutusviisi kasutamisel (Andersen et al, 1998) sdilitatakse vorrand originaalkujul ja arendatakse funktsioon Tay-
lori ritta r; ja r, keskvadrtuste imbruses.

Viimasel ajal on saanud populaarseks andmete usaldusvidrsuse iteratiivsel kontrollil pdhinevad (boot strap) meetodid. Nende
meetodite puhul kasutatakse empiirilise dispersioonijaotuse saamiseks katseandmeid ja sagedast korduvat valimi moodus-
tamist, mida suunatakse juhuslike arvude generaatori abil.
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C.25. AEROOBNE MINERALISEERUMINE PINNAVEES - BIOLAGUNEMISE MUDELKATSE

1. METOODIKA

Kéesolev metoodika on samavairne standardiga OECD TG 309 (2004) (1).

1.1. SISSEJUHATUS

Kéesoleva katse eesmirk on mddta uuritava aine biolagunemise soltuvust ajast aeroobses looduslikus vees mada-
latel kontsentratsioonidel ja viljendada moddtmistulemused kineetiliste seoste vormis. K&nesolev mudelkatse on la-
boratoorne loksutatavas kolvis libiviidav portskatse, millega saab madrata orgaanilise aine aeroobse biolagunemise
kiiruse loodusliku pinnavee (mage-, riim- vdi merevee) proovides. Metoodika pdhineb standardil 1SO/DIS
14592-1 (2), kuid sisaldab ka metoodikate C.23 ja C.24 elemente (3, 4). Uuritava mikrokosmi seisundi halvene-
mise valtimiseks voib pika katseaja korral asendada portsreziimi poolpideva reziimiga, kuid see ei ole kohustuslik.
Mudelkatse peamine eesmirk on mdairata uuritava aine mineraliseerumine pinnavees ja esitada selle alusel lagu-
nemise kineetika. Katse teine (mittekohustuslik) eesmark voib olla teabe saamine esmase lagunemise ja oluliste
muundumissaaduste kohta. Muundumissaaduste kindlakstegemine ja vdimaluse korral nende sisalduse maarami-
ne on eriti oluline vdga aeglaselt mineraliseeruvate ainete puhul (ained, mille '*C-mirgisega jadgi iildine pooles-
tusaeg on iile 60 6opieva). Oluliste muundumissaaduste kindlakstegemiseks ja modtmiseks tuleb analiiisimeeto-
dite piiratud vdimaluste tdttu kasutada tavaliselt kdrgemaid uuritava aine kontsentratsioone (> 100 pg/l).

Konesoleva katse puhul tdhendab madal kontsentratsioon uuritava aine sisaldust (1-100 pg/l), mis on nii madal,
et katses saadud biolagunemise kineetika voiks kajastada eeldatavat kineetikat keskkonnas. Looduslikus katsevees
leiduvate biolagundatavate siisiniksubstraatide tildmassiga vorreldes on madala kontsentratsiooniga uuritav aine
sekundaarne substraat. Sellest jireldub, et biolagunemise kineetika on eeldatavalt esimest jarku (,ilma kasvuta ki-
neetika”) ja uuritav aine laguneb ,kometabolismi” teel. Esimest jarku kineetika tdhendab, et lagunemise kiirus
(mg/1/66pdev) on aja jooksul viheneva substraadi kontsentratsiooniga vordeline. Toelise esimest jarku kineetika pu-
hul on konkreetse aine lagunemise kiiruskonstant k sdltumatu ajast ja kontsentratsioonist. See tihendab, et k ei
muutu markimisvéaarselt katse jooksul ja on samasugune ka korgematel kontsentratsioonidel lbiviidud eri katsete
puhul. Definitsiooni jargi on lagunemise kiiruskonstant k vordne kontsentratsiooni suhtelise muutusega ajaiihiku
kohta: k = (1/C) - (dC/dt). Kuigi ettendhtud tingimustes on eeldatav kineetika tavaliselt esimest jarku, voib esineda
teatavaid olukordi, kus andmeid kirjeldab paremini muud tiitipi kineetika. Korvalekalle esimest jarku kineetikast
voib ilmneda niiteks siis, kui biomuundumist ei limiteeri bioloogilise reaktsiooni kiirus, vaid mingi massiiilekande
nahtus, nagu difusiooni kiirus. Siiski voib katseandmeid peaacgu alati kirjeldada pseudo-esimest jarku kineetika abil,
kui eeldada, et kiiruskonstant sdltub kontsentratsioonist.

Katseplaani koostamise ja tulemuste tdlgendamise hdlbustamiseks peavad enne katset olemas olema (nt standard-
setest sdelkatsetest saadud) andmed uuritava aine biolagundatavuse kohta kdrgematel kontsentratsioonidel, abioo-
tilise lagundatavuse, muundumissaaduste ja oluliste fiiisikalis-keemiliste omaduste kohta. Taieliku
biolagundatavuse madramiseks kasutatakse '*C-mirgisega uuritavat ainet ja méératakse '*C jaotumine faaside va-
hel katse 16pus. Mirgiseta uuritava aine puhul saab tiielikku biolagundatavust méérata ainult kdrgete kontsent-
ratsioonide kasutamisel ja tingimusel, et kdik olulised muundumissaadused on teada.

1.2 MOISTED

Esmane biolagunemine on keemilise aine struktuuri muutumine (muundumine) mikroorganismide toimel, mille
tulemusel aine kaotab oma keemilise identiteedi.

Funktsionaalne biolagunemine on keemilise aine struktuuri muutumine (muundumine) mikroorganismide toi-
mel, mille tulemusena aine kaotab teatava omaduse.

Tiielik aeroobne biolagunemine on hapniku juuresolekul mikroorganismide abil toimuv keemilise aine lagune-
mine (mineraliseerumine) siisinikdioksiidiks, veeks ja muude aines esinevate elementide anorgaanilisteks soola-
deks ning uute mikrobioloogilise siinteesi produktide ja biomassi teke.
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1.3.

Mineraliseerumine on keemilise aine vdi orgaanilise materjali lagunemine siisinikdioksiidiks, veeks ja muude ai-
nes esinevate elementide anorgaanilisteks sooladeks mikroorganismide toimel.

Ootefaas on aeg katse algusest kuni hetkeni, millal lagundava toimega mikroorganismid on kohanenud ja keemi-
lise aine voi orgaanilise materjali biolagunemine on jéudnud avastatava tasemeni (10 protsendini maksimaalsest
teoreetilisest lagunemisest voi vahem, olenevalt mddtemeetodi tipsusest).

Maksimaalne biolagunemise tase on keemilise aine voi orgaanilise materjali katses registreeritud biolagunemise
mair protsentides, millest edasi biolagunemine katses enam ei lihe.

Primaarne substraat on looduslike siisiniku- ja energiaallikate kogum, mis tagab mikroorganismide biomassi kas-
vu ja elutegevuse.

Sekundaarne substraat on nii madala kontsentratsiooniga substraadikomponent, et selle lagundamisest saavad
asjaomased mikroorganismid iiksnes tahtsusetu koguse siisinikku ja energiat, vorreldes siisiniku- ja energiakogu-
sega, mille nad saavad substraadi peamiste komponentide (primaarsete substraatide) lagundamisest.

Lagunemise kiiruskonstant on esimest vi pseudo-esimest jérku kiiruskonstant k (66paev "), mis néitab lagune-
mise kiirust. Portskatses méiratakse k pirast ootefaasi saadud lagunemiskdvera esimese osa alusel.

Poolestusaeg t,, (66pdev) on mdiste, mida kasutatakse esimest jarku reaktsiooni kiiruse iseloomustamiseks. See
on aeg, mille jooksul aine kontsentratsioon viheneb kaks korda. Poolestusaeg ja lagunemise kiiruskonstant on seo-
tud valemiga t,, = In2/k.

Poollagunemisaeg, DT, (66pidev) on mdiste, mida kasutatakse biolagunemiskatse tulemuse viljendamiseks. See
on 50-protsendiliseks biolagunemiseks vajalik aeg (koos ootefaasiga).

Avastamislivi ja modtmisldvi. Avastamisldvi on aine kontsentratsioon, millest madalamal vdartusel ei saa aine
identsust tdendavat signaali eristada analiiiisi artefaktidest. MoGtmisldvi on aine kontsentratsioon, millest mada-
lamal véirtusel ei saa kontsentratsiooni madrata ndutava tapsusega.

Lahustunud orgaaniline siisinik on veeproovis leiduva orgaanilise siisiniku osa, mida ei saa eemaldada teatava
faaside eraldamisviisi abil, niiteks tsentrifuugimisega 40 000 ms 2 juures 15 minuti jooksul vdi filtrimisega 14bi
membraani, mille poori 1dbimdot on 0,2-0,45 pm.

Orgaanilise '*C iildaktiivsus on orgaanilise siisinikuga seotud '*C iildaktiivsus.

Lahustunud orgaanilise **C aktiivsus on lahustunud orgaanilise siisinikuga seotud '*C iildaktiivsus.

Tahkete osakestega seotud orgaanilise '*C aktiivsus on tahkete osakestega seotud orgaanilise '*C iildaktiivsus.

KATSE RAKENDATAVUS

Konesolev mudelkatse on rakendatav lendumatu v6i vihelenduva orgaanilise aine madalate kontsentratsioonide
puhul. Atmosfaaridhule avatud kolvi (nt puuvillvatikorgiga kolvi) puhul voib praktiliselt lendumatuks pidada ainet,
mille Henry konstant on viiksem kui umbes 1 Pa-m?/mol (umbes 10~> atm'm?/mol). Kui kasutatakse suletud kol-
bi vaba ruumiga iilaosas, on vdimalik uurida ka vihelenduvaid aineid (Henry konstant < 100 Pa-m’[mol vdi
<107 atm'm’|mol), ilma et siisteemist laheks ainet kaduma. Kui CO, eemaldamisel ei kasutata vajalikke ettevaa-
tusabindusid, voib '*C-mirgisega ainet siiski kaotsi minna. Sel juhul v&ib olla vaja piiiida CO, leelist sisaldavasse
siseabsorberisse voi kasutada vilist CO, absorberit (otsene '*CO, madramine, vt 3. liide). Biolagunemise kineetika
maédramiseks peab uuritava aine kontsentratsioon olema madalam selle aine lahustuvusest vees. Tuleb siiski mér-
kida, et kirjanduses esitatud vesilahustuvus voib olla oluliselt suurem uuritava aine lahustuvusest looduslikus vees.
Viga halvasti lahustuva uuritava aine puhul voib lahustuvuse maaramiseks kasutada sama vett, mida kasutatakse
katses, kuid see ei ole kohustuslik.

Kiesolevat metoodikat voib kasutada biolagunemise modelleerimiseks suuremaid osakesi mittesisaldavas pinna-
vees (,pelaagiline katse”) voi haguses pinnavees, mis v3ib esineda vee ja sette piirpinna ldheduses (holjumikatse).
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1.5.

KATSE POHIMOTE

Portskatses inkubeeritakse uuritavat ainet kas ainult pinnavees (pelaagiline katse) voi pinnavees, millele on lisatud
holjuvainet (holjumit) ja/voi setet, nii et selle kuivmassi sisaldus on 0,01-1 g/l (hdljumikatse); viimasel juhul mo-
delleeritakse veekogu, milles on holjumit voi taassuspendeeritud setet. Enamasti on pinnavee holjumi ja/voi hol-
juvsette sisaldus eespool mirgitud vahemiku madalamas osas. Katsekolbe inkubeeritakse valguse juurdepaisuta
keskkonnatemperatuuril aeroobsetes tingimustes, segamisega. Lagunemise kineetika méaaratakse vahemalt kahel
uuritava aine kontsentratsioonil. Kontsentratsioonid peavad teineteisest erinema 5-10 korda ja vastama uuritava
aine eeldatavale kontsentratsioonivahemikule keskkonnas. Uuritava aine maksimaalne kontsentratsioon ei tohi tile-
tada 100 pg/l ja on parem, kui see on alla 10 pg/l, kuna sel puhul vastab biolagunemine esimest jarku kineetikale.
Minimaalne kontsentratsioon ei tohi iiletada 10 pg/l ja on parem, kui see on 1-2 pg/l voi isegi madalam kui 1 pg/l.
Mitiigilolevate '*C-mirgisega ainete kasutamisel saab nii madalaid kontsentratsioone tavaliselt histi maarata. Muu-
de analiiisimeetodite piiratud voimaluste tdttu on sageli vdimatu mddta uuritava aine kontsentratsiooni vajaliku
tapsusega, kui selle algkontsentratsioon on < 100 pg/l (vt punkt 1.7.2, teine 16ik). Kui ei ole piisavalt madala avas-
tamisldvega analiiiisimeetodit, siis voib oluliste muundumissaaduste identifitseerimiseks ja sisalduse mootmiseks
kasutada uuritava aine kdrgemaid kontsentratsioone (> 100 pg/l, mdnikord > 1 mg/l). Kui kasutatakse uuritava aine
korget kontsentratsiooni, siis ei saa katsetulemustest vdib-olla hinnata lagunemise esimest jirku kiiruskonstanti ja
poolestusaega, kuna lagunemine tdenioliselt ei vasta esimest jarku kineetikale.

milist analiiiisi) uuritava aine jaikkontsentratsiooni. Kdige stabiilsema molekuliosa mérgistamine '*C-ga vdimal-
dab mddta téielikku mineraliseerumist, samas kui vihem stabiilse molekuliosa mérgistamine '*C-ga vdi spetsiifilise
analiiiisimeetodi kasutamine vdimaldab hinnata esmast biolagunemist. Kdige stabiilsem molekuliosa ei pruugi
siiski sisaldada olulist funktsionaalosa, mida vdib seostada aine teatava eriomadusega, nagu toksilisus, bioakumu-
latsioon jne. Selle eriomaduse kao jilgimiseks vaib niisugusel juhul olla vaja kasutada '*C-mirgistatud funktsio-
naalosaga uuritavat ainet.

ANDMED UURITAVA AINE KOHTA

Kéesolevas katses voib kasutada nii radioaktiivse margisega kui ka margiseta aineid. Soovitatakse kasutada mar-
gistamist ' *C-ga, kusjuures mirgis peab tavaliselt asuma kdige stabiilsemas (stabiilsemates) molekuli osas (osades)
(vt ka punkt 1.4). Rohkem kui ithe aromaatse tsiikliga molekulis on soovitatav mérgistada '*C-ga iiks voi mitu sii-
sinikku igas tsiiklis. Lisaks on soovitatav margistada '*C-ga iiks vi mitu siisinikku mélemal pool kergesti 15hus-
tatavat sidet. Uuritava aine keemiline ja radiokeemiline puhtusaste peab olema > 95 %. Et hélbustada '*C md&tmist
madala algkontsentratsiooniga katsetes, kasutatakse radiomirgisega aineid, mille eriaktiivsus on eelistatavalt um-
bes 50 pCi/mg (1,85 MBq) vdi kdrgem. Uuritava aine kohta on vaja teada jargmist:

— lahustuvus vees [metoodika A.6];

— lahustuvus orgaanilises (orgaanilistes) lahustis (lahustites) (aine puhul, mida lisatakse lahustis voi mis lahus-
tub vees halvasti);

— dissotsiatsioonikonstant (pKa), kui aine seob v3i loovutab kergesti prootoneid [OECD TG 112] (5);

— aururdhk [metoodika A.4] ja Henry konstant;

— keemiline piisivus vees valguse juurdepidsuta (hiidroliiiis) [metoodika C.7].

Kui uuritakse vees vihelahustuva aine lagunemist merevees, voib olla kasulik teada ka soolamiskonstanti (Set3e-
novi konstant) K®, mis on médratud valemiga log(S/S’) = K* C,,, kus S ja S’ on aine lahustuvus vastavalt magedas
vees ja merevees ja C,, on soola molaarne kontsentratsioon.

m’

Holjumikatse puhul on vaja teada ka jargmist:

— jaotuskoefitsient siisteemis n-oktanool-vesi [metoodika A.8];

— adsorptsioonikoefitsient [metoodika C.18].
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1.8.

1.8.1.

Kasulik on teada veel jargmist:

— uuritava aine kontsentratsioon keskkonnas, kui see on teada vdi seda on hinnatud;

— uuritava aine toksilisus mikroorganismidele [metoodika C.11];

—  kergbiolagundatavus ja/vdi loomulik biolagundatavus [metoodikad C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)];

— aeroobne vdi anaeroobne biolagundatavus mullas ja muundumiskatsed siisteemis setted-vesi [metoodikad
.23, C.24].

STANDARDAINE

Tavaliselt kasutatakse standardainena aeroobsetes tingimustes kergesti biolagundatavat ainet (nt aniliin voi
naatriumbensoaat). Aniliini ja naatriumbensoaadi eeldatav biolagunemise aeg on tavaliselt alla kahe nddala. Stan-
dardainega kontrollitakse, et katses kasutatava vee mikroorganismide aktiivsus oleks teatavates piirides, st et vees
oleks aktiivne mikroorganismide populatsioon.

KVALITEEDIKRITEERIUMID

Saagis

Pirast uuritava aine lisamist kontrollitakse iga katsetatavat algkontsentratsiooni kohe '*C aktiivsuse modtmisega
vOi, mérgistamata aine puhul, keemilise analiiiisiga vahemalt kahes paralleelproovis. Nii saadakse andmeid asja-
omase analiiisimeetodi rakendatavuse ja korratavuse ning uuritava aine jaotuse iihtluse kohta. Edasisel andmete
analiiiisil ei kasutata tavaliselt nominaalset kontsentratsiooni, vaid méddetud '#C algaktiivsust voi uuritava aine
algkontsentratsiooni, kuna sellega kompenseeritakse sorptsioonist tingitud ainekaod ja doseerimisvead. '*C-
mirgisega uuritava aine korral voib aine saagise katse 16pus leida massibilansi koostamisega (vt punkt 1.8.9.4, vii-
mane 16ik). Paremal juhul on radiomirgisega aine massibilansist leitud saagis 90-110 %, samas kui radiomargiseta
aine saagis on olenevalt analiiisimeetodi tdpsusest 70-110 %. Neid vahemikke ei tule pidada katse nduetele vas-
tavuse kriteeriumideks; neid tuleb tolgendada sihtvahemikena. Analiiiisi tdpsuse voib méirata ka algkontsentrat-
sioonist madalamal uuritava aine kontsentratsioonil ning oluliste muundumissaaduste puhul, kuid see ei ole
kohustuslik.

Analiiiisimeetodi korratavus ja tundlikkus

Et kontrollida analiitisimeetodi korratavust uuritava aine ja, vajaduse korral, muundumissaaduste sisalduse mdot-
misel (kaasa arvatud esmase ekstraheerimise tdhusus), tehakse viis pinnavee iiksikekstraktide paralleelanaliiisi.

Voimaluse korral ei tohiks uuritava aine ja muundumissaaduste puhul analiiiisimeetodi avastamisldvi olla kdrgem
kui 1 % katsesiisteemi lisatud aine algkontsentratsioonist. Mdtmislavi ei tohiks iiletada 10 % algkontsentratsioo-
nist. Paljude orgaaniliste ainete ja nende muundumissaaduste keemiliseks analiiiisiks on sageli vaja, et lisatud uuri-
tava aine algkontsentratsioon oleks suhteliselt korge (> 100 pg/l).

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Seadmed

Katse tehakse vajaliku mahuga (nt 0,5- v6i 1,0-liitristes) silikoon- vdi kummikorgiga suletud koonilistes kolbides,
silindrikujulistes pudelites v&i CO,-kindlalt (nt butiiiilkummist septumiga) suletud seerumipudelites. Uks vdimalus
on teha katse suure arvu ndudega ja votta igal proovivotuajal prooviks vihemalt kahe paralleelndu kogu sisu (vt
punkt 1.8.9.1, viimane 16ik). Radiomdrgiseta lendumatu uuritava aine korral ei ole gaasikindel kork voi septum
vajalik, selle asemel sobib mittetihe puuvillvatikork, mille abil vilditakse saastumist Shu kaudu (vt punkt 1.8.9.1,
teine 16ik). Vdhelenduvaid aineid katsetatakse biomeetrilaadses seadmes, milles veepinda ndrgalt segatakse.
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Baktersaaste valtimiseks voib katsenou enne kasutamist steriliseerida kuumutamise voi autoklaavimisega, kuid see
ei ole kohustuslik. Lisaks sellele kasutatakse jargmisi tavalisi laboriseadmeid:

—  plaatloksuti voi magnetsegajad katsendude pidevaks segamiseks;
— tsentrifuug;

—  pH-meeter;

— turbidimeeter higususe nefelomeetriliseks maaramiseks;

—  ahi v&i mikrolaineahi kuivmassi mairamiseks;

— membraanfiltrimise seade;

— autoklaav vdi ahi klaasnoude kuumsteriliseerimiseks;

—  vahendid '*C-mirgisega aine kiitlemiseks;

— seade 'C aktiivsuse modtmiseks siisinikdioksiidi neelavast lahusest vdetud proovis ja vajaduse korral
setteproovis;

— analiiiisiseade uuritava ja standardaine maaramiseks, kui kasutatakse spetsiifilist keemilist analiiiisi (nt gaasi-
kromatograaf, korgefektiivne vedelikkromatograaf).

Uuritava aine pohilahus

Uuritava ja standardaine pohilahuste valmistamiseks kasutatakse deioniseeritud vett (vt punkt 1.8.7, esimene 15ik).
Deioniseeritud vesi ei tohi sisaldada mikroorganismidele miirgiseid aineid ning iile 1 mg/l lahustunud orgaanilist
siisinikku (6).

Pinnavee votmine ja vedu

Pinnavee votmise koht valitakse igal konkreetsel juhtumil vastavalt katse eesmargile. Veevdtukoha valikul tuleb ar-
vestada voimalikke varasemaid pollumajanduse, toostuse voi olmemdjusid. Kui on teada, et eelneva nelja aasta
jooksul saastati veekogu uuritava ainega voi selle struktuurianaloogidega, ei tohi sellest veekogust katsevett votta,
vilja arvatud juhul, kui uurija eesmirk ongi lagunemiskiiruse kindlakstegemine eelnevalt saasteainega kokku puu-
tunud keskkonnas. Veevotukohas moddetakse vee pH ja temperatuur. Registreeritakse proovivotu siigavus ja an-
takse veeproovi viline iseloomustus (nt varvus ja hagusus) (vt punkt 3). Aeroobsete tingimuste olemasolu
tdendamiseks mdddetakse hapnikusisaldus ja/voi redokspotentsiaal vees ja setete pinnakihis, kui aeroobsete tin-
gimuste olemasolu ei ole ilmne juba eelnevast kogemusest ning veevdtukoha laadist. Pinnavett veetakse tiiesti puh-
tas ndus. Transpordi ajal ei tohi proovi temperatuur oluliselt iiletada katsetemperatuuri. Kui vedu kestab iile 2-3
tunni, soovitatakse proov jahutada temperatuurini 4 °C. Veeproovi ei tohi kiilmutada.

Pinnavee hoidmine ja ettevalmistamine

Katset on parem alustada iiks 66pdev pdrast proovivottu. Kui vett on vaja séilitada, peab siilitusacg olema voima-
likult lithike ja ei tohi iiletada nelja nadalat. Siilitamisel aereeritakse veeproovi 4 °C juures kuni kasutamiseni. Enne
kasutamist korvaldatakse veeproovist suuremad tahked osakesed nditeks filtrimisega labi nailonfiltri, mille ava la-
bim6t on umbes 100 pm, ldbi suurepoorilise paberfiltri voi sadestamisega.

Sette lisamine veele (mittekohustuslik)

Holjumikatseks vajaliku suspensiooni saamiseks lisatakse looduslikku vett sisaldavasse ndusse pindmist setet (mis
on filtritud suuremate tahkete osakeste eemaldamiseks vastavalt punktile 1.8.4); suspendeeritud tahke aine sisal-
dus peab olema vahemikus 0,01-1 g/l. Pindmine sete peab parinema veeprooviga samast kohast. Olenevalt konk-
reetsest veekeskkonnast vdib pindmine sete olla suure orgaanilise siisiniku sisalduse (2,5-7,5 %) ja peeneteralise
16imisega voi viikese orgaanilise siisiniku sisalduse (0,5-2,5 %) ja jameteralise 16imisega (3). Pindmine sete valmis-
tatakse ette jirgmiselt: labipaistva plasttoru abil vdetakse mitu settesiidamikku; kohe pérast proovi votmist
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1igatakse dra iga siiddamiku iilemine aeroobne osa (kuni 5 mm paksune pindmine kiht) ja segatakse need osad kok-
ku. Saadud setteproovi transporditakse ndus, mille {ilaosas on palju Shuga tdidetud ruumi, mis tagab settele ae-
roobsed tingimused (kui vedu kestab iile 2-3 tunni, jahutatakse ndu temperatuurini 4 °C). Setteproov
suspendeeritakse uuritavas vees, nii et proovi ja vee suhe oleks 1:10, ja hdljumit aereeritakse 4 °C juures kuni ka-
sutamiseni. Kui setet on vaja siilitada, peab siilitusaeg olema voimalikult lithike ega tohi iiletada nelja nddalat.

Poolpidev menetlus (mittekohustuslik)

Kui uuritava aine olulist lagunemist on voimalik mddta alles pérast pika ootefaasi moodumist, voib olla vajalik pikk
inkubatsiooniperiood (mitu kuud). Kui see on teada uuritava ainega tehtud eelkatsetest, vdib katse alguses kasu-
tada poolpidevat reziimi, milles osa katsevett voi holjumit perioodiliselt uuendatakse (vt 2. liide). Teine vdimalus
on muuta tavaline portskatse poolpidevaks parast seda, kui umbes 60 katsepdevaga ei ole portsreziimis saavutatud
uuritava aine lagunemist (vt punkt 1.8.8.3, teine 16ik).

Uuritava aine (voi standardaine) lisamine

Kui uuritav aine lahustub vees histi (> 1 mgfl) ja on vihelenduv (Henry konstant < 1 Pa-m?/mol vdi
< 107 atm'm?/mol), v&ib p&hilahuse valmistada deioniseeritud vees (vt punkt 1.8.2); vajaliku kontsentratsiooni
saamiseks lisatakse katsendusse vajalik maht pohilahust. Lisatava pohilahuse maht peab olema voimalikult viike
(< 10 % vedeliku 16ppmahust, kui vdimalik). Teine véimalus on lahustada uuritav aine suuremas mahus katsevees,
seda voib kisitleda alternatiivina orgaanilise lahusti kasutamisele.

Adrmisel juhul vdib lendumatu vahelahustuva aine pdhilahuse valmistada lenduvas orgaanilises lahustis, kuid kat-
sestisteemi lisatava lahusti kogus ei tohi iiletada 1 mahuprotsenti ja parssida mikroorganismide aktiivsust. Lahusti
ei tohi mdjutada uuritava aine stabiilsust vees. Lahusti eemaldatakse, kuni lahusesse jadv viga viike lahustikogus
enam oluliselt ei suurenda lahustunud orgaanilise siisiniku sisaldust katsevees voi -holjumis. Selle kontrollimiseks
tehakse ainespetsiifiline analiiiis voi, voimaluse korral, lahustunud orgaanilise siisiniku analiiiis (6). Lisatava lahusti
kogus peab olema voimalikult vdike ja uuritav aine peab olema téielikult lahustunud katsevee 16ppmahus. Uuri-
tava aine lisamiseks katsendusse voib kasutada ka teisi publikatsioonides (7, 8) kirjeldatud votteid. Kui uuritava aine
lisamiseks kasutatakse orgaanilist lahustit, tuleb lahusti m&ju kontrolliks ette ndhtud katseveega ndu (mis ei sisalda
lisatud aineid) ja katseveega ndu, mis sisaldab lisatud standardainet, kdidelda samal viisil kui tegelikku katsendu,
millesse on lisatud kandelahustis lahustatud uuritav aine. Lahusti m&ju kontrollimise eesmédrk on standardaine la-
gunemiskiiruse jalgimisega niidata, et lahusti ei parsi mikroorganismide populatsiooni.

Katsetingimused

Katsetemperatuur

Inkubeerimine toimub (eelistatavalt) valguse juurdepdisuta voi hajuvalguses piisival temperatuuril (+ 2 °C), mil-
leks voib olla vilistemperatuur voi standardtemperatuur (20-25 °C). Vilistemperatuur voib olla kas tegelik proovi
temperatuur proovi votmisel vdi proovivotukoha keskmine temperatuur.

Loksutamine voi segamine

Et tahked osakesed ja mikroorganismid piisiksid holjumis, tuleb katsendu pidevalt loksutada voi segada. Loksuta-
mine vOi segamine soodustab ka hapniku transporti ndus olevast dhust vedelikku, mis tagab ndutavate acroobsete
tingimuste piisimise. Katsendud asetatakse plaatloksutile (ligikaudu 100 vonget minutis) vdi magnetsegajale. Lok-
sutamine voi segamine peab olema pidev. Loksutamine voi segamine peab olema voimalikult nork, kuid tagama
homogeense suspensiooni piisimise.
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Katse kestus

Katse kestab tavaliselt kuni 60 6opéeva, vilja arvatud juhul, kui kasutatakse poolpidevat reziimi, milles katsehdl-
jumit perioodiliselt uuendatakse (vt punkt 1.8.6 ja 2. liide). Kui uuritava aine lagunemine algab 60 esimese katse-
pdeva jooksul, voib portskatset siiski pikendada kuni 90 66pdevani. Lagunemist kontrollitakse vajaliku aja tagant
lahuses oleva '*C jadkaktiivsuse vdi eraldunud '*CO, aktiivsuse mddramisega (punkt 1.8.9.4) ja/vdi keemilise ana-
liiisiga (punkt 1.8.9.5). Inkubatsiooniaeg peab olema piisav lagunemisprotsessi hindamiseks. Oleks hea, kui kat-
ses laguneks iile 50 % ainest; aeglaselt laguneva aine korral peab lagunema piisavalt palju (tavaliselt iile 20 %) ainet
selleks, et hinnata lagunemise kiiruskonstanti.

Katsesiisteemis mdddetakse korduvalt pH-d ja hapnikusisaldust, kui eelnevad samalaadsed katsed samast kohast
voetud vee- ja setteproovidega ei ole ndidanud, et sellist kontrollimist ei ole vaja. Monikord voib vees voi settes
palju kdrgemas kontsentratsioonis olevate primaarsete substraatide tarbimine pdhjustada nii rohket CO, eraldu-
mist ja hapnikukulu, et katse jooksul muutuvad oluliselt katsetingimused.

Katse libiviimine

Noude ettevalmistamine pelaagiliseks katseks

Katsendudesse pannakse sobiv kogus katsevett, nii et ligikaudu itks kolmandik néu mahust oleks tdidetud ja igas
nous oleks vihemalt 100 ml vett. Kui katse tehakse suure arvu ndudega (ja igal proovivotuajal voetakse prooviks
teatavate katsendude kogu sisu), on katsevee vajalik maht samuti umbes 100 ml, sest liiga vdike proovi maht vdib
mdjutada ootefaasi pikkust. Uuritav aine lisatakse pohilahusena, nagu on kirjeldatud punktides 1.8.2 ja 1.8.7. La-
gunemise kineetika mddramiseks ja lagunemise kiiruskonstandi arvutamiseks kasutatakse vihemalt kahte uuritava
aine kontsentratsiooni, mille véirtused erinevad 5-10 korda. Mdlemad kontsentratsioonid peavad olema alla
100 pg/l ja eclistatavalt vahemikus 1-10 pg/l.

Katsendud suletakse dhu- ja CO,-kindla korgi voi kaanega. '*C-mérgiseta lendumatu uuritava aine korral sobib
mittetihe puuvillvatikork, mis hoiab &dra saastumise 6hu kaudu (vt punkt 1.8.1); seejuures peavad vdimalikud pea-
mised lagunemisproduktid olema teadaolevalt lendumatud ning CO, méiratakse kaudselt (vt 3. liide).

Katsendusid inkubeeritakse valitud temperatuuril (vt punkt 1.8.8.1). Keemiliseks analiiiisiks v&i '*C mootmisteks
voetakse proovid katse alguses (enne biolagunemise algust; vt punkt 1.7.1) ja seejirel katse jooksul sobiva aja ta-
gant. Proovivott seisneb kas igast paralleelndust osaproovide votmises (5 ml alikvoodid) voi igal proovivotuajal
kogu katsendu sisu drakasutamises. Uuritava aine mineraliseerumist voib maarata kas kaudselt voi otse (vt 3. liide).
Kiiruskonstandi usaldusvairse hinnangu saamiseks on tavaliselt vaja lagunemisfaasi jooksul (parast ootefaasi 16p-
pu) votta proovid vihemalt viie andmepunkti jaoks; kiiresti laguneva aine korral voib piirduda kolme punktiga,
kui saab tdendada, et neist piisab. Kui uuritav aine ei lagune kiiresti, on lagunemisfaasi ajal kerge teha ka rohkem
moodtmisi, selleparast tuleks kineetilise konstandi hindamiseks kasutada rohkem andmepunkte. Kuna biolagune-
mise kiirused on erinevad, ei saa kindlat proovivotu ajagraafikut ette anda; aeglase lagunemise korral soovitatakse
siiski vdtta proove iiks kord nddalas. Kui uuritav aine on kiiresti biolagundatav, tuleb kolmel esimesel katsepdeval
votta proov iga péev ja seejdrel igal teisel voi kolmandal paeval. Monikord, naiteks kui aine hiidroliiiisub vaga kii-
resti, voib olla vaja votta proove iga tunni tagant. Enne katset soovitatakse teha eeluuring sobivate proovivotuae-
gade kindlaksmaaramiseks. Kui proove on vaja ka edasisteks keemilisteks analiitisideks, on soovitatav votta rohkem
proove ja seejirel valida katse 16pus analiiiisitavad proovid tagurpidises jarjekorras, st viimaseid proove analiiiisi-
takse esimestena (proovide stabiilsuse tagamise kohta siilitamise ajal vt punkt 1.8.9.5, teine 16ik).

Katsendude ja proovide arv

Valmistatakse ette piisav arv katsendusid, et oleksid:

— katsendud: vihemalt kaks (parem kolm) paralleelndu igal uuritava aine kontsentratsioonil vdi (kui prooviks
voetakse teatavate katsendude kogu sisu) suur arv katsendusid igal kontsentratsioonil (ndu tdhis on Fy);

— katsendud massibilansi arvutamiseks: vihemalt kaks paralleelndu igal uuritava aine kontsentratsioonil (ndu
tahis on Fyy);
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— ilma uuritava aineta pimekatsendu: vahemalt iiks ainult katsevett sisaldav pimekatsendu (ndu tahis on Fy);

— standardainega kontrollndud: kaks paralleelndu standardainega (nt aniliin v6i naatriumbensoaat, 10 pg/l) (ndu
tihis on F). Standardainega kontrollndusid on vaja minimaalse mikroorganismide aktiivsuse olemasolu kin-
nitamiseks. Kui see on otstarbekohane, voib radiomargisega standardainet kasutada ka siis, kui uuritava aine
lagunemist jalgitakse keemilise analiiiisiga;

— steriilsed kontrollndud: iiks voi kaks steriliseeritud katseveega ndu, et kontrollida uuritava aine vdimalikku
abiootilist lagunemist voi muud mittebioloogilist kadu (ndu tihis on Fy). Bioloogilise aktiivsuse voib kdrval-
dada katsevee autoklaavimise (121 °C, 20 minutit), miirgi lisamise (nt naatriumasiid (NaN5), 10-20 g/l, elav-
habe(I)kloriid, HgCl,, 100 mg/l, v6i formaliin, 100 mg(l) vdi gammakiirituse abil. Kui kasutatakse HgCl,,
tuleb katsete jadtmed korvaldada miirgiste jadtmete eeskirjade kohaselt. Kui veele on lisatud rohkesti setet, on
steriilsust raske saavutada; sellisel juhul soovitatakse naiteks kolmekordset autoklaavimist. Tuleb arvestada, et
autoklaavimine voib mdjutada sette sorptsiooniomadusi.

—  lahusti kontrollndud, milles on katsevesi ja katsevesi standardainega: kaks paralleelndu, mille sisule on lisatud
lahustit samas koguses ja samal viisil kui uuritava aine lisamisel. Neid ndusid on vaja, et standardaine lagu-
nemise madramisega kontrollida lahusti vdimalikku kahjulikku maju.

Katse planeerimisel peab uurija arvestama, et parem on teha rohkem paralleelkatseid kui suurendada proovivdtu-
kordade arvu. Vajalike ndude tipne arv oleneb lagunemise mddtmise meetodist (vt punkt 1.8.9.1, kolmas 16ik;
punkt 1.8.9.4 ja 3. liide).

Igal proovivotuajal voetakse igast katsendust kaks osaproovi (nt 5 ml alikvoodid). Kui kasutatakse suurt arvu ndu-
sid ja prooviks voetakse katsendu kogu sisu, moodustatakse iga proov vihemalt kahe ndu sisust (vt punkt 1.8.9.1,
esimene 1oige).

Noude ettevalmistamine holjumikatseks (mittekohustuslik)

Katsendudesse lisatakse ndutav maht katsevett ja vajaduse korral setet (vt punkt 1.8.5). Holjumikatse noud val-
mistatakse ette samal viisil kui pelaagilise katse noud (vt punktid 1.8.9.1 ja 1.8.9.2). Parem on kasutada seerumi-
pudeleid v3i samalaadse kujuga ndusid. Suletud ndud asetatakse loksutile horisontaalselt. ' *C-mirgiseta lendumatu
uuritava ainega avatud ndud pannakse muidugi piistasendisse; sel juhul soovitatakse kasutada magnetsegajat ja
klaasiga kaetud magnetilisi segamispulkasid. Vajaduse korral aereeritakse pudeleid nduetekohase Shustatuse
tagamiseks.

Radiokeemiline méddramine

Eraldunud '*CO, mdddetakse kaudselt ja otse (vt 3. liide). '*CO, kaudseks maaramiseks kasutatakse jargmist va-
het: katsevees voi -hdljumis leiduva '*C algaktiivsusest lahutatakse summaarne jadkaktiivsus proovivotuhetkel, mis
moddetakse parast proovi pH viimist véidrtuseni 2-3 ja CO, eemaldamist. Kuna anorgaaniline siisinik eemalda-
takse, parineb mddetav jadkaktiivsus iiksnes orgaanilisest materjalist. Kaudset '*CO, madramist ei kasutata, kui
uuritava aine olulised muundumissaadused on lenduvad (vt 3. liide). Voimaluse korral tuleb igal proovivotul moo-
ta otse vihemalt iihest katsendust eralduv '*CO, (vt 3. liide); see meetod vdimaldab kontrollida nii massibilanssi
kui ka biolagunemist, kuid seda saab rakendada ainult suletud ndus tehtava katse korral.

Katse jooksul eraldunud '*CO, otseseks mddtmiseks valmistatakse katseks ette rohkem ndusid. Otsest '*CO, mia-
ramist soovitatakse siis, kui uuritava aine olulised muundumissaadused on lenduvad. Iga andmepunkti saamiseks
viiakse katsendu sisu pH vidrtuseni 2-3 ja *CO, kogutakse sise- vdi vilisabsorberisse (vt 3. liide).

'4C-mirgisega uuritava aine ja oluliste muundumissaaduste kontsentratsioonid vdib méarata kas radiokromato-
graafiliselt (Ohukese kihi kromatograafia, radioloogiline Shukese kihi kromatograafia) voi radiokeemilise detekt-
siooniga korgefektiivse vedelikkromatograafia abil.
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Soovi korral voib méirata ka, kuidas on faaside vahel jaotunud jddkradioaktiivsus (vt 1. liide), lagunemata uuritav
aine ja muundumissaadused.

Massibilansi kontrollimiseks mdddetakse katse 16pus otseselt '*CO,, kasutades selleks eraldi katsendu, millest ei
ole katse kaigus proove vdetud (vt 3. liide).

Keemiline analiiiis

Tundliku analiiisimeetodi olemasolu korral voib esmase biolagunemise hindamiseks kasutada radioaktiivse mér-
gistamise asemel uuritava aine jadkkontsentratsiooni mootmist. Kui mineraliseerumise ulatuse mootmiseks kasu-
tatakse radiomirgisega ainet, voib paralleelselt teha ka keemilise analiitisi, mis voimaldab saada lisateavet ja
kontrollida meetodit. Keemilist analiiiisi voib kasutada ka uuritava aine lagunemise kdigus tekkinud muundumis-
saaduste mootmiseks, seda soovitatakse ainete puhul, mille mineraliseerumise poolestusaeg on iile 60 dopaeva. Igal
proovivotukorral moddetakse ning registreeritakse (absoluutsetes tthikutes ja protsendina algsisaldusest) uuritava
aine ja muundumissaaduste kontsentratsioonid. Uldiselt tuleb identifitseerida iga muundumissaadus, mille sisal-
dus teataval proovivotukorral on > 10 % uuritava aine algkontsentratsioonist; identifitseerimata jitmine peab
olema maistlikult pohjendatud. Kui teatava muundumissaaduse kontsentratsioon katse jooksul pidevalt kasvab,
voib see osutada selle saaduse piisivusele; selleparast tuleb kaaluda sellise saaduse identifitseerimist ka siis, kui selle
kontsentratsioon ei iileta eespool margitud piirmééra. Kui uuritav aine voib kiiresti abiootiliselt muunduda (nt hiid-
roliiiisuda), tuleb kaaluda muundumissaaduste analiiiisimist steriilsete kontrollkatsete abil. Muundumissaaduste
identifitseerimise ja sisalduse modtmise vajadust kaalutakse iga juhtumi puhul eraldi ja pohjendatakse katsepro-
tokollis. Orgaanilise lahustiga ekstraheerimist rakendatakse asjaomase analiiiisimeetodi juhiste kohaselt.

Kui analiiiis toimub hiljemalt 24 tundi pérast proovi votmist, hoitakse proovi dhukindlas ndus 2-4 °C juures
(eelistatav). Pikemaks sailitamiseks kiilmutatakse proov temperatuurini alla =18 °C vdi konserveeritakse keemili-
selt. Proovi konserveerimiseks ei soovitata hapestamist, sest hapestatud proov voib olla ebapiisiv. Kui proovi ei ana-
liiisita 24 tunni jooksul ja seda on vaja kauem siilitada, tuleb teha siilivusuuring ja tdendada, et uuritavad
keemilised ained on temperatuuril alla =18 °C vi konserveeritult séilitamisel stabiilsed. Kui asjaomane analiiiisi-
meetod holmab ekstraheerimist lahustiga voi tahkefaas-ekstraheerimist, tuleb aine ekstraheerida kohe pérast proo-
vi vOtmist voi pdrast proovi siilitamist kitlmutatult kuni 24 tundi.

Analitisimeetodi tundlikkusest olenevalt voib olla vaja votta suuremaid proove, kui on mirgitud punktis 1.8.1.
Katset on kerge teha 2-3-liitristes ndudes: igasse ndusse pannakse 1 liiter katsevett ja voetakse umbes 100-
milliliitriseid proove.

KATSEANDMED JA NENDE ESITAMINE

ANDMETE TOOTLEMINE

Andmete graafiline esitamine

Proovivotuajad imardatakse tdistundideks (vélja arvatud juhul, kui aine laguneb oluliselt minutite v3i tundide jook-
sul), mitte tdisdopaevadeks. Uuritava aine jadkaktiivsuse ('*C-mirgisega aine) voi jadkkontsentratsiooni (mérgis-
tamata aine) hinnatud véirtused esitatakse soltuvalt ajast graafiliselt nii lineaarses kui ka poollogaritmilises skaalas
(vt joonised 1a ja 1b). Kui on toimunud lagunemine, vorreldakse ndudega F; saadud tulemusi nendega, mis on saa-
dud noudega Fg. Kui uuritava ainega noude (Fy) puhul saadud tulemuste keskvaartus erineb steriilsete ndudega (Fs)
saadud keskvaartusest vahem kui 10 %, voib oletada, et taheldatud lagunemine on valdavalt abiootiline. Kui lagu-
nemise maar ndudes Fg on viiksem, siis voib neid andmeid kasutada noudes F. toimunud biolagunemise maara
hindamisel parandina (vastav arv lahutatakse). Kui tehakse mittekohustuslik oluliste muundumissaaduste analiiiis,
esitatakse lisaks uuritava aine vihenemise graafikule ka muundumissaaduste tekkimist ja kadumist kajastavad
graafikud.
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2.2.

Ootefaasi kestuse t; hindamiseks ekstrapoleeritakse lagunemiskdvera (poollogaritmilise graafiku) lineaarne osa null-
lagunemise tasemeni voi maaratakse ligikaudu 10 % lagunemise aeg (vt joonised 1a ja 1b). Poollogaritmiliselt graa-
fikult leitakse esimest jdrku kiiruskonstandi k ja selle standardhilbe hinnang, kasutades lineaarset regressiooni
In (**C jadkaktiivsus v&i uuritava aine jadkkontsentratsioon) vs. aeg. Eriti ' *C mddtmise puhul tuleb kasutada ainult
neid andmeid, mis kuuluvad ootefaasile jargnevasse lagunemiskdvera esimesse lineaarsesse osasse; paljude suure
médramatusega andmete asemel on parem koguda viiksem arv representatiivseid andmeid. Antud juhul hdlmab
médramatus vigu, mis on seotud mdddetud '*C jidkaktiivsuse soovitatud otsese kasutamisega (vt edaspidi). Kui
lagunemine on kahefaasiline, on monikord vaja arvutada kaks kiiruskonstanti. Selleks méddratakse kindlaks lagu-
nemiskovera kaks faasi. Kui tihest ja samast noust voetakse osaproove, arvutatakse kiiruskonstant k ja poolestus-
aeg t,, = In 2/k iga paralleelndu jaoks eraldi; kui igal proovivotukorral voetakse prooviks katsendu kogu sisu,
arvutatakse need parameetrid keskvidrtuste alusel (vt punkt 1.8.9.2, viimane 16ik). Esimese meetodi korral esita-
takse iga paralleelndu jaoks leitud kiiruskonstant ja poolestusaeg ning nende keskvéirtused koos standardhilve-
tega. Uuritava aine korge kontsentratsiooni puhul vaib lagunemiskdver (poollogaritmiline graafik) sirgjoonest
mirkimisvaarselt kdrvale kalduda ja esimest jarku kineetika ei kehti. Sel juhul ei ole poolestusaja maaramisel mo-
tet. Piiratud andmevahemikus saab siiski rakendada pseudo-esimest jarku kineetikat ja maarata poollagunemisaeg
DTs, (aeg, mille jooksul laguneb 50 % ainest). Ent tuleb silmas pidada, et DT, abil ei saa ennustada lagunemise
ajalist kulgu viljaspool valitud andmevahemikku, sest DT iseloomustab ainult valitud andmekogumit. Kuna sta-
tistilisi arvutusi ja koverate lihendamist hdlbustavad analiiiisiprogrammid on kergesti kittesaadavad, on soovita-
tav kasutada asjaomast tarkvara.

Kui kasutatakse keemilist analiiiisi, maidratakse esmase lagunemise kiiruskonstant ja poolestusaeg samal viisil, nagu
kirjeldati eespool mineraliseerumise iildméddra modtmise puhul. Kui esmane lagunemine on limiteeriv protsess,
vdib ménikord kasutada ka lagunemise iildméra iseloomustavaid andmepunkte. Seda vdib teha, kuna '*C aktiiv-
suse moodtmisest erinevalt on antud juhul otsene mddtmine.

Kui kasutatakse '*C-mdrgisega ainet, koostatakse vihemalt katse [5pus massibilanss, mis véljendatakse lisatud aine
algkontsentratsiooni protsentides.

Jadkaktiivsus

Orgaanilise aine '*C-mirgisega osa lagunemisel liheb suurem osa isotoobist '*C iile '*CO,-ks; muu osa kasuta-
takse biomassi kasvatamiseks ja/voi rakuviliste ainevahetussaaduste siinteesimiseks. Jarelikult ei muundu aine tiie-
likul ,15plikul” biolagunemisel kogu tema siisinik '*CO,-ks. Biosiinteesi produktidesse seotud '*C vabaneb aeglaselt
1*C0,-na hiljem toimuval teisesel mineraliseerumisel. Graafikutel, mis kajastavad orgaanilise '*C jadkaktiivsuse
(mdddetakse parast CO, eemaldamist) voi eraldunud '*CO, aktiivsuse séltuvust ajast, esineb selleparast parast la-
gunemise [ppu jarelfaas. See raskendab andmete kineetilist tdlgendamist ja sellepdrast kasutatakse lagunemise kii-
ruskonstandi méddramiseks tavaliselt ainult kdvera esimest osa, mis jargneb ootefaasile ja 16peb enne, kui on
lagunenud umbes 50 % ainest. Kui uuritav aine laguneb, on orgaanilise '*C {ildine jadkaktiivsus alati suurem kui
lagunemata uuritava ainega seotud '*C aktiivsus. Kui uuritava aine lagunemine on esimest jirku reaktsioon ja CO,-
ni mineraliseerub konstantne osa a, on '*C kadumise k&vera (summaarne orgaaniline '*C vs. aeg) algtdus vordne
a ja uuritava aine (tdpsemalt, uuritava aine '*C-mirgisega osa) kontsentratsiooni kajastava kévera tdusu korruti-
sega. Jarelikult, kui kasutatakse orgaanilise 14C summaarse aktiivsuse mddtmise tulemusi ilma parandusteta, on ar-
vutatud lagunemise kiiruskonstant tegelikust vdiksem. Mitmesugustel lihtsustavatel eeldustel pdhinevaid meetodeid,
kuidas moddetud radiokeemilise aktiivsuse jargi hinnata uuritava aine kontsentratsiooni, on kirjeldatud reas pub-
likatsioonides (2, 9, 10, 11). Neid meetodeid on koige lihtsam kasutada kiiresti lagundatavate ainete puhul.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Kui selgub, et k ei olene lisatud aine kontsentratsioonist (st uuritava aine eri kontsentratsioonidel arvutatakse enam-
vihem tihesugused k vaartused), siis voib jareldada, et see esimest jarku kiiruskonstant tdesti kirjeldab seda reakt-
siooni kasutatud katsetingimustes (uuritav aine, veeproov, katsetemperatuur). Kuivord saadud tulemust voib
iildistada voi ekstrapoleerida muudele siisteemidele, tuleb selgitada eksperdihinnanguga. Kui kasutatakse uuritava
aine korget kontsentratsiooni ja lagunemine ei jargi esimest jarku kineetikat, ei saa katseandmeid kasutada esimest
jarku kiiruskonstandi voi vastava poolestusaja otseseks madramiseks. Uuritava aine kdrgel kontsentratsioonil saa-
dud katseandmeid voib siiski kasutada mineraliseerumise tildmaara hindamiseks ja/voi muundumissaaduste iden-
tifitseerimiseks ja kvantitatiivseks kirjeldamiseks.
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2.3.

Kui on teada, millise kiirusega toimuvad teised aine kadu pdhjustavad protsessid peale biolagunemise (nt hiidro-
liiiis voi lendumine), voib biolagunemise ligikaudse kiiruse hindamisel lahutada need kiirused katses moodetud iild-
kiirusest. Andmeid hiidroliiiisi kohta voib saada nditeks steriilsest kontrollkatsest voi korgemal uuritava aine
kontsentratsioonil tehtud paralleelkatsest.

14C0, kaudset ja otsest madramist (punkt 1.8.9.4 ja 3. liide) v&ib kasutada ainult selleks, et moota uuritava aine
mineraliseerumist CO,-ni. ' *C-mérgisega uuritava aine kontsentratsiooni ja oluliste muundumissaaduste tekke ana-
liniitiliseks maaramiseks voib kasutada radiokromatograafiat (radioloogilist dhukese kihi kromatograafiat) voi korg-
efektiivset vedelikkromatograafiat (punkt 1.8.9.4, kolmas 16ik). Poolestusaega saab otse mdirata juhul, kui
lagunemisel ei teki olulisi muundumissaadusi (definitsiooni kohaselt loetakse oluliseks muundumissaaduseks ainet,
mille kontsentratsioon on vihemalt 10 % uuritava aine algkontsentratsioonist). Kui sellised olulised muundumis-
saadused siiski tekivad, tuleb andmeid iiksikasjalikult hinnata. Selleks v3ib olla vaja muundumissaadusi korduvalt
mddrata ja/voi identifitseerida (vt punkt 1.8.9.5, esimene 1ik), vélja arvatud juhul, kui muundumissaaduste edasist
kiitumist saab kogemuste (nt lagunemisteed kisitlevate andmete) alusel pdhjendatult hinnata. Kuna see, millises
ulatuses uuritava aine siisinik muundub CO,-ks, sdltub oluliselt uuritava aine ja muude substraatide kontsentrat-
sioonist, katsetingimustest ja mikroobikooslusest, ei saa kdnesoleva katsega, erinevalt lahustunud orgaanilise sii-
siniku kao modtmisest, otse méirata 1oplikku biolagunemist, kuid tulemus on respiromeetrilise katse tulemusega
sarnane. Mineraliseerumise maar on jarelikult 1pliku biolagunemise minimaalsest tasemest viiksem voi sellega
vordne. Taielikuma pildi saamiseks 10plikust biolagunemisest (mineraliseerumine ja sidumine biomassi) tehakse
katse 18pus '*C faasijaotuse analiiiis (vt 1. liide). Tahkete osakeste puuli seotud '*C jaguneb baktermassi seotud
4Cks ja orgaanilistele tahketele osakestele sorbeerunud '*C-ks.

KATSE VASTAVUS NOUETELE

Kui standardaine ei lagune eeldatud aja jooksul (aniliini ja naatriumbensoaadi eeldatav lagunemisaeg on tavaliselt
alla kahe nddala), on katse nduetelevastavus kaheldav ja vajab tdendamist; teine vdimalus on korrata katset uue
veeprooviga. Kdesoleva meetodi kontrollimisel seitsme Euroopa labori vahelises 1SO vordluskatses oli aniliini la-
gunemise kiiruskonstandi vaartus 20 °C juures pérast kohanemisfaasi vahemikus 0,3-1,7 6opdev ", keskvaartus
0,8 60pdev ! ja standardhilve + 0,4 6opdev ™" (t,, = 0,9 66pédeva). Ootefaas oli tavaliselt 1-7 d6paeva. Kontrollitud
veeproovides registreeriti bakterbiomassi sisalduseks 10°~10* kolooniaid moodustavat iiksust iihes millilitris. Toit-
ainerikastes Kesk-Euroopa veeproovides oli lagunemiskiirus suurem kui P6hja-Euroopa oligotroofsetes veeproo-
vides; see voib olla tingitud kas erinevast troofsusest voi erinevustest varasemas kokkupuutumises keemiliste
ainetega.

Radiomiirgisega ainete korral peaks kogu miiramissaagis (massibilanss) katse 16pus olema 90-110 %; mirgiseta
ainete korral peaks algfaasi madramissaagis katse alguses olema 70-110 %. Need saagisevahemikud on esitatud siis-
ki iiksnes sihtvahemikena ja neid ei tule kasutada katse nduetele vastavuse kriteeriumina.

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokollis mérgitakse selgesti, kas tegemist on pelaagilise voi holjumikatsega; lisaks sellele esitatakse vihe-
malt jargmine teave.

Uuritav aine ja standardaine (standardained):

— uuritava aine ja standardaine tavanimetused, keemilised nimetused (soovitatavalt IUPACi ja/voi CASi nime-
tused), CASi numbrid, struktuurivalemid (radiomérgisega aine puhul niidatakse '*C asukoht) ning olulised
futisikalis-keemilised omadused (vt punktid 1.5 ja 1.6);

— muundumissaaduste identifitseerimise ja modtmise standarditena kasutatud ainete keemilised nimetused,
CASi numbrid, struktuurivalemid (radiomérgisega aine puhul ndidatakse '*C asukoht) ning olulised fiiisikalis-
keemilised omadused;

— uuritava aine ja standardaine puhtusaste (lisandid);

— mirgisega kemikaalide radiokeemiline puhtusaste ja eriaktiivsus (vajaduse korral).
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Pinnavesi:

Voetud veeproovi kohta esitatakse vahemalt jargmised andmed:

— proovivotukoha asukoht ja kirjeldus, kaasa arvatud saastelugu (vdimaluse korral);

— proovivotu kuupdev ja aeg;

— toitainesisaldus (ildlimmastik, ammoonium, nitritid, nitraadid, iildfosfor, lahustunud ortofosfaat);
— proovivotu siigavus;

— proovi viline iseloomustus (nt vérvus ja higusus);

— lahustunud ja summaarne orgaaniline siisinik;

—  biokeemiline hapnikutarve;

—  proovi votmisel kohapeal mddratud temperatuur ja pH;

— hapnikusisaldus voi redokspotentsiaal (ndutav, kui ei ole ilmne, et tegemist on aeroobsete tingimustega);
— soolsus vdi juhtivus (mere- voi riimvee puhul);

—  héljumisisaldus (higuse proovi puhul);

—  proovivétu asukohta kisitlev muu asjakohane teave, mis oli teada proovivotu ajal (nt andmed joe voolu- voi
merehoovuse kiiruse kohta proovi votmise ajal v6i varem, naabruses esinenud suured heited ja nende laad,
proovivdtule eelnenud ilmastikutingimused);

ning jargmised mittekohustuslikud andmed:

— mikroorganismide biomass (nt otse loendatud akridiinoranziga virvunud rakkude arv voi kolooniaid moo-
dustavate iiksuste arv);

— anorgaaniline siisinik;

— klorofill a kontsentratsioon, mis on vetikate biomassi kajastav spetsiifiline néitaja.
Holjumikatse korral esitatakse lisaks veel jargmised andmed sette kohta:

— setteproovi votmise siigavus;

— sette viline iseloomustus (vdarvunud, muda-, aleuriit- vi liivsete);

— 16imis (jameteralise liiva, peeneteralise liiva, aleuriidi ja savi protsent);

— holjuvaine kuivmassi sisaldus, g[l; orgaanilise siisiniku iildsisaldus voi pdletuskadu, mis on orgaanilise aine
sisalduse niitaja;

— pH;

— hapnikusisaldus voi redokspotentsiaal (ndutav, kui ei ole ilmne, et tegemist on aeroobsete tingimustega).
Katsetingimused:

— proovivotust katseni moodunud ajavahemik, proovi hoidmine ja ettevalmistamine, katsekuupéevad;

— lisatud uuritava aine kogus, kontsentratsioon katses ja standardaine;

— uuritava aine lisamise viis, kaasa arvatud lahusti kasutamine;
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kasutatud pinnavee ja sademe maht ning iga proovivotukorra puhul analiiisitud osaproovi maht;

kasutatud katsesiisteemi kirjeldus.

Kui katse ei toimunud valguse juurdepaisuta, mirgitakse hajuvalgustuse tingimused;

teave steriilsete kontrollkatsete ettevalmistamise kohta (autoklaavimise temperatuur, aeg ja kordade arv);
inkubatsioonitemperatuur;

analiiisimeetodid ja radiokeemilise md6tmise meetodid, massibilansi kontrollimiseks ja faasijaotuse moot-
miseks (kui moddeti) kasutatud meetodid.

paralleelkatsete arv.

Tulemused:

saagis protsentides (vt punkt 1.7.1);

kasutatud analiiisimeetodite korratavus ja tundlikkus, kaasa arvatud avastamisldvi ja modtmislavi (vt
punkt 1.7.2);

koik modtmistulemused (koos proovivotuaegadega) ja arvutatud véirtused esitatakse tabelina ja lagunemis-
koverad graafiliselt; iga uuritava kontsentratsiooni ja iga paralleelndu jaoks esitatakse logaritmilise graafiku
tousu iseloomustav lineaarse korrelatsiooni koefitsient, hinnanguline ootefaasi kestus ning (vdimaluse korral)
esimest jarku voi pseudo-esimest jarku kiiruskonstant ja vastav poollagunemisaeg (vdi poolestusaeg, ts);

asjaomased vairtused (ootefaasi kestus, lagunemise kiiruskonstant, poollagunemisaeg voi poolestusaeg, tso)
esitatakse iiksikute paralleelkatsete tulemuste keskmisena;

lagunemiskovera laadi ja uuritava aine kontsentratsiooni voimaliku moju alusel liigitatakse katsestisteem ko-
hanenud voi kohanemata siisteemiks;

16pliku massibilansi kontrolli ja faasijaotuse mddtmiste tulemused;
mineraliseerunud '*C osa ja esmase lagunemise 1dpptase (kui see méirati analiiiisiga);

(vajaduse korral) lisatud ainete ja oluliste muundumissaaduste identifitseerimisandmed, molaarne kontsent-
ratsioon ja protsent (vt punkt 1.8.9.5, esimene 15ik);

oletatav muundumistee (vajaduse korral);

tulemuste arutelu.
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1. liide
14C jaotus faaside vahel

Lisaks tavalistele orgaanilise '*C jadkaktiivsuse mddtmistele médératakse meetodi kontrollimiseks ka massibilanss, mille pu-
hul mdddetakse eraldunud '*CO, otse pirast selle piiiidmist absorberisse (vt 3. liide). '*CO, eraldumine on biolagunemise
otsene tdend, kuna abiootilisel lagunemisel voi muude kaomehhanismide, nagu lendumise voi sorptsiooni korral seda ei esi-
ne. Kasulikku lisateavet biolagunemise kohta annab mddtmine, kuidas summaarne orgaaniline siisinik on jaotunud lahuse-
faasi (lahustunud orgaanilise '*C aktiivsus) ja osakestefaasi (tahkete osakestega seotud orgaanilise ' *C aktiivsus) vahel; tahked
osakesed eraldatakse membraanfiltrimise véi tsentrifuugimisega. Tahkete osakestega seotud orgaanilise '*C aktiivsusesse an-
navad panuse mikroobide biomassile ja muudele tahketele osakestele sorbeerunud uuritav aine ja uuritavast ainest parinev
siisinik, mida on kasutatud uue rakumaterjali siinteesiks ja seotud tahkete osakestena esineva biomassi fraktsiooni. Lahus-
tunud orgaaniline '*C maératakse biolagunemise 1dpus (kdveral lagunemine vs. aeg esineva platoo jirgi).

Et valitud proovis méirata '*C jadkaktiivsuse jaotus faaside vahel, filtritakse proov labi membraanfiltri poori suurusega
0,22 voi 0,45 pm, mis on valmistatud uuritavat ainet praktiliselt mitteadsorbeerivast materjalist (voib sobida politkarbo-
naatfilter). Kui uuritava aine sorptsioon filtrile (kontrollitakse enne katset) on nii tugev, et seda ei saa jitta arvestamata, voib
filtrimise asemel kasutada suure kiirendusega tsentrifuugimist (2 000 g; 10 min).

Filtraati voi tsentrifugaati kdideldakse 3. liites filtrimata proovi puhul kirjeldatud viisil. Membraanfilter lahustatakse sobivas
stsintillatsioonivedelikus ja aktiivsus loendatakse tavalisel viisil, kusjuures kasutatakse kas ainult vélisstandardi suhte mee-
todil saadud kustumisparandit voi proovi oksiideerijat. Tsentrifuugimise korral resuspendeeritakse tahkete osakeste sade
1-2 ml destilleeritud vees ja asetatakse stsintillatsioonipudelisse. Tsentrifuugitopsi pestakse kaks korda 1 ml destilleeritud
veega ja pesuveed lisatakse stsintillatsioonipudelisse. Vajaduse korral voib hdljumi fikseerida vedelikstsintillatsioonloenda-
miseks ettendhtud geeli.
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2. liide
Poolpidev meetod

Raskesti lagunevate ainete piisavaks lagundamiseks voib olla vajalik kuudepikkune inkubeerimine. Kui esmase veeproovi
omaduste siilitamiseks katsehdljumit ei uuendata, ei peaks katse kestus iiletama tavaliselt 60 66pdeva. Kui uuritava aine la-
gunemine algab esimese 60 66pdeva jooksul, voib katset siiski pikendada kuni 90 66péevani katsehdljumit uuendamata.

Mitmesuguste kaomehhanismide ning veeproovis leiduvate asendamatute toitainete ja esmaste siisiniksubstraatide ammen-
dumise tottu voib pika inkubatsiooniaja jooksul vaheneda mikroobikoosluse mitmekesisus. Selleparast soovitatakse aegla-
selt lagunevate ainete lagunemiskiiruse nduetekohaseks maaramiseks kasutada poolpidevat katset. Kui kogemuste pdhjal voib
eeldada, et 20 % aine lagunemiseks on proovi vaja inkubeerida kolm kuud, tuleb katset alustada poolpidevas reziimis. Kui
katset on alustatud portsreziimis ja umbes 60 66pdevaga ei ole ndutavat lagunemise maira saavutatud, voib hariliku ports-
reziimi asendada poolpideva reziimiga. Kui on registreeritud oluline lagunemine (> 20 %), vdib poolpideva reziimi peatada
ja jatkata katset portsreziimis.

Poolpideva katse puhul vahetatakse iga kahe nidala tagant umbes ks kolmandik katsehdljumi mahust varskelt voetud vee-
ga, millele on lisatud uuritavat ainet algkontsentratsioonini. Ka mittekohustusliku hdljumikatse korral lisatakse vahetusveele
setet algkontsentratsioonini (0,01-1 g/l). Holjumikatse puhul on oluline, et ka veevahetuse jooksul sdiliks tdielikult suspen-
deeritud siisteem ning tahke aine ja vee viibeajad oleksid samad, vastasel juhul liheks kaduma taotletud sarnasus homo-
geense, fikseeritud faasideta veesiisteemiga. Sellepérast tuleks poolpideva reziimi kasutamisel valida suspendeeritud sette
kontsentratsioon pigem selle vahemiku madalamas osas.

Uuritava aine lisamine ettendhtud viisil tdhendab, et katsesuspensiooni osalisel uuendamisel ei iiletata uuritava aine algkont-
sentratsiooni ja jarelikult valditakse korge uuritava aine kontsentratsiooni puhul sageli esinevat kohanemisfaasi. Kuna katse
kéigus toimub nii reinokuleerimine kui ka ammendatud toitainete ja esmaste substraadivarude tdiendamine, taastatakse alg-
ne mikroobikoosluse mitmekesisus ja katset voib pdhimdtteliselt pikendada 16pmatult. Poolpideva reziimi kasutamisel on
oluline silmas pidada, et uuritava aine jadkkontsentratsioonis tuleb teha parandid, mis arvestavad iga veevahetusega lisatud
ja eemaldatud uuritava aine koguseid. Vahesorbeeruva aine puhul ei ole vaja teha vahet lahustunud uuritava aine kontsent-
ratsiooni ja uuritava aine tildkontsentratsiooni vahel. Ainete puhul, mille log K, < 3 (ja tegemist on neutraalse lipofiilse
iithendiga), on ettendhtud tingimustes (tahke aine sisaldus 0,1-1 gfl) sorptsioon tdhtsusetu (< 5 %). Seda selgitab jirgmine
arvutusndide. Tahke aine sisaldus 0,1 g/l vastab siisiniku sisaldusele ligikaudu 10 mg/l (sisiniku osa, - = 0,01). Eeldame, et

uuritava aine log K, = 3,
K()C = 0’42 x K()W’
jaotuskoefitsient Ky = f- x K,

jarelikult avaldub tildkontsentratsiooni lahustunud fraktsioon (C-vesi (C,,)/C-iild (C,) jargmiselt:

Co/Co = 1/(1 + Ky % S8) = 1(1 + K, x fo x $S) = 1/(1 + 0,42 x 10*> x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999.
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3. liide

14C0, miiramine

14C0, kaudne miiramine

Kui uuritav aine ei ole lenduv ega muundu lenduvateks muundumissaadusteks, on standardsete mddtmiste korral kaudne
meetod tavaliselt kdige viiksemat ajakulu ndudev ja kdige tipsem. Filtrimata 5-milliliitrised proovid pannakse lihtsalt stsin-
tillatsioonipudelitesse. Sobiv proovi algaktiivsus on 5 000 — 10 000 lagunemist minutis (80-170 Bq) ja minimaalne algak-
titvsus umbes 1 000 lagunemist minutis. Parast 1-2 tilga kontsentreeritud H;PO,, vdi HCl lisamist keskkonna hapestamiseks
pH-ni 2-3 eraldatakse CO,. CO, eraldamiseks v6ib barboteerida hku lidbi proovi ligikaudu %2-1 tunni jooksul. Teine voi-
malus CO, eraldamiseks on loksutada proovi tugevasti 1-2 tundi (mikroplaatloksutil) voi loksutada mdddukalt hommiku-
ni. CO, eraldumise tdielikkust on vaja kontrollida (selleks pikendatakse barboteerimise voi loksutamise aega). Seejirel
lisatakse veeproovide puhul loendamiseks sobiv stsintillatsioonivedelik, proov homogeniseeritakse keerissegistil ja méddra-
takse radioaktiivsus vedelikstsintillatsiooniloenduse abil, millest lahutatakse pimekatses leitud taustaktiivsus (Fy). Kui katse-
vesi ei ole vdga tugevasti varvunud ja tahkete osakeste sisaldus ei ole iilemddra suur, on kustumine kdigi proovide puhul
tavaliselt tthetaoline ja piisab vilisstandardi abil leitud kustumisparandist. Kui katsevesi on tugevasti varvunud, voib kustu-
misparandi leidmiseks olla vajalik sisestandardi lisamine. Suure tahkete osakeste sisalduse korral voib homogeense lahuse
voi geeli saamine olla voimatu voi kustumine vdib erinevates proovides olla viga erinev. Sellisel juhul voib kasutada jarg-
mist suspensioonide uurimiseks mdeldud loendusmeetodit. '*CO, kaudseks mddtmiseks hdljumikatses eraldatakse faasid,
tsentrifuugides 10 ml katsevee/katsehdljumi homogeenset proovi sobival kiirendusel (40 000 m/s?, 15 minutit). Veefaasi kéi-
deldakse eespool kirjeldatud viisil. #C aktiivsuse madramiseks tahkete osakeste faasis (tahkete osakestega seotud orgaanilise
14C0, aktiivsus) resuspendeeritakse sade viikeses koguses destilleeritud vees, kantakse suspensioon iile stsintillatsioonipu-
delitesse ja lisatakse geeli moodustav stsintillatsioonivedelik (selleks on miiiigil spetsiaalsed stsintillatsioonivedelikud). Ole-
nevalt tahkete osakeste laadist (nt orgaanilise aine sisaldusest) vdib proovi digereerida koesolubilisaatoriga hommikuni,
homogeniseerida keerissegistil ja lisada seejirel stsintillatsioonivedelik. Tahkete osakestega seotud orgaanilise '*CO, aktiiv-
suse madramiseks voib sademe ka pdletada hapniku liias proovi okstideerija juuresolekul. Sellisel juhul tuleb alati kasutada
sisestandardit, kusjuures kustumisparandite arvestamiseks voib olla vaja lisada sisestandard igale proovile eraldi.

14C0, otsemiiramine

Kui eraldunud '*CO, médratakse otse, tuleb katseks ette valmistada rohkem ndusid ja votta iga mddtepunkti puhul proo-
viks iihe katsendu kogu sisu, hapestada see pH-ni 2-3 ja koguda '*CO, siseabsorberisse (pannakse igasse katsendusse katse
alguses) voi vilisabsorberisse. Absorbeeriva keskkonnana voib kasutada leelist (1 N NaOH lahus voi NaOH graanulid), eta-
noolamiini vdi monda etanoolamiini baasil valmistatud miiiigil olevat absorbenti. *CO, otsemddtmise korral peavad kat-
sendud olema suletud butiitilkummist septumitega.
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1.1.

1.2

VI LISA

C.26. LEMLE LEMNA SP. KASVU PIDURDAMISE KATSE

METOODIKA

Kéesolev metoodika on samavédrne standardiga OECD TG 221 (2006) (1). ELi asutuste hulgas on joéutud laial-
dasele kokkuleppele, et intensiivse varvusega ithendite puhul on lemle kasvu pidurdamise katse sobiv asendus-
meetod vetikal pohinevale katsele (2, 3).

SISSEJUHATUS

Kiesolev metoodika on ette nihtud ainete miirgise moju hindamiseks lemmeldel, perekonda Lemna kuuluvatel
mageveetaimedel. See pohineb senistel juhenditel (4, 5, 6, 7, 8, 9), kuid neisse on tehtud muudatusi, mis kajas-
tavad viimaste uuringute ja rea pohikiisimuste iile peetud ndupidamiste tulemusi. Soovitatav meetod on validee-
ritud rahvusvahelise laboratooriumidevahelise vordluskatse abil (10).

Kiesolevas metoodikas kirjeldatakse miirgisuse kontrollimist kiiirlemlel (Lemna gibba) ja viiksel lemlel (Lemna mi-
nor), mida on ulatuslikult uuritud ja mis on eespool viidatud standardite kohased katseobjektid. Suure fenotiiii-
bilise varieeruvuse tottu on lemle liikide (Lemna spp.) taksonoomia keeruline. Kuigi lemle tundlikkuses miirgiste
ainete suhtes vdib esineda geneetilist varieeruvust, on andmeid selle varieeruvusallika kohta praegu liiga vihe sel-
leks, et soovitada kiesolevas metoodikas kasutamiseks mdnda konkreetset klooni. Tuleb mirkida, et katset ei teh-
ta puhaskultuuriga, kuid teatavatel katseetappidel rakendatakse meetmeid, et saastumine muude organismidega
oleks minimaalne.

Kirjeldatakse katse tiksikasju uuendatava katselahuse (poolstaatilise ja libivoolukatse) ning mitteuuendatava kat-
selahuse (staatilise katse) korral. Olenevalt katsete eesmargist ja eeskirjadest soovitatakse kaaluda poolstaatilise voi
labivoolumeetodi kasutamist neil juhtudel, kui tegemist on nditeks ainetega, mis kaovad lahusest kiiresti lendu-
mise, fotolagunemise, sadestumise vdi biolagunemise tottu. Edasised juhendid on esitatud publikatsioonis (11).

MOISTED
Kdesolevas metoodikas kasutatakse jargmisi mdisteid ja lithendeid.

Biomass on populatsiooni elusaine kuivmass. Kdesoleva meetodi puhul moddetakse tavaliselt biomassi asenda-
vaid nitajaid, nagu tallusjate vosude arv voi pindala, seega osutatakse moiste ,biomass” kasutamisel ka nendele
asendusniitajatele.

Kloroos on tallusja vosu koe kolletumine.

Kloon on organism vdi rakk, mis on tekkinud individuaalsest organismist mittesugulise paljunemise tulemuse-
na. Samast kloonist parinevad isendid on geneetiliselt identsed.

Koloonia on iiksteisega liitunud tallusjate ema- ja tiitarvdsude kogum (tavaliselt 2—4 tallusjat v3su). Mdnikord
nimetatakse kolooniat ka taimeks.

EC, on katsekeskkonnas lahustatud uuritava aine kontsentratsioon, mille puhul lemle kasv pidurdub x % (nt
50 %) vorra, kui see taim puutub ainega kokku teatava ajavahemiku jooksul (kui kokkupuuteaeg erineb tdielikust
ehk tavaliselt katsetes kasutatavast kokkupuuteajast, tuleb selle pikkus tdpselt markida). Kasvukiirusega seotud EC
vddrtuse ja saagisega seotud EC vértuse iiheseks tahistamiseks kasutatakse vastavalt siimboleid E,C ja E,C, mille
jdrel mirgitakse kasutatud mootemuutuja, nt E,C (tallusjate vosude arv).

Libivoolukatse on katse, mille kiigus katselahus pidevalt vahetub.
Tallusjas v&su on individuaalne lehetaoline lemlestruktuur. See on viikseim paljunemisvdimeline tiksus, st isend.

Puhetumus osutab kdverdunud v3i puhetunud tallusjale vésule.
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1.3.

Kasv on mdddetava suuruse (nt tallusjate vosude arv, kuivmass, margmass, tallusjate vosude pindala) suurene-
mine katse ajal.

Kasvukiirus (keskmine kasvu erikiirus) on biomassi logaritmiline suurenemine uuritava ainega kokkupuute
ajal.

Madalaim avastatava mdjuga kontsentratsioon on madalaim uuritud kontsentratsioon, mille puhul on néi-
datud, et teatava kokkupuuteaja jooksul pidurdab uuritav aine kontrolliga vdrreldes statistiliselt oluliselt (p < 0,05)
katseorganismi kasvu. K6ik madalaimast avastatava mdjuga kontsentratsioonist kdrgemad kontsentratsioonid
peavad avaldama sama tugevat voi tugevamat kahjulikku mdju kui madalaim avastatava mojuga kontsentrat-
sioon. Kui neid kahte tingimust ei ole voimalik téita, tuleb anda taielik selgitus, kuidas valiti madalaim avastatava
mdjuga kontsentratsioon (ja ka avastatava mojuta kontsentratsioon).

Modtemuutuja on mis tahes liiki muutuja, mida moddetakse, et tthe voi mitme eri kostemuutuja kasutamisega
viljendada katsetulem. Kdesoleva meetodi puhul on mddtemuutujad tallusjate vosude arv, tallusjate vosude pin-
dala, elusmass ja kuivmass.

Monokultuur on iihte liiki taimede kultuur.

Nekroos on surnud (nt valge vdi hiigrofaanne) tallusja vosu kude.

Avastatava mdjuta kontsentratsioon on madalaimast avastatava mojuga kontsentratsioonist allapoole jirgmi-
ne uuritud kontsentratsioon.

Fenotiiiip on organismi vaadeldavate tunnuste kogum, mille maarab tema geenide ja keskkonna vastastikune
moju.

Kostemuutujad on toksilisuse hindamiseks kasutatavad muutujad, mis tuletatakse biomassi kajastavatest mod-
temuutujatest mitmesuguste arvutuste abil. Kdesoleva meetodi puhul on kasvukiirus ja saagis kostemuutujad, mis
tuletatakse sellistest mddtemuutujatest nagu tallusjate vosude arv, nende pindala, elusmass voi kuivmass.

Poolstaatiline (uuendatava lahusega) katse on katse, mille kdigus lahust perioodiliselt, kindla ajavahemiku ji-
rel vahetatakse.

Staatiline katse on katse, mille kiigus lahust ei uuendata.

Katsetulem on katse eesmirgile vastav iildise teguri muutus uuritava kemikaali mdjul vdrreldes kontrollkultuu-
riga. Kdesoleva meetodi puhul on katsetulem kasvu pidurdumine, mida voib viljendada erinevate iihel voi mit-
mel mddtemuutujal pohinevate kostemuutujate abil.

Katsekeskkond on tiissiinteetiline toitelahus, millel kasvatatakse katsetaimi uuritava ainega kokkupuutumise
ajal. Tavaliselt lahustatakse uuritav aine katsekeskkonnas.

Saagis on kokkupuuteaja 15pus ja alguses leitud mootemuutuja véartuste vahe, mis viljendab katse kestel toi-
munud biomassi suurenemist.

KATSE POHIMOTE

Eksponentsiaalselt kasvavatel lemmelde perekonda (Lemna) kuuluvate taimede monokultuuridel lastakse kokku
puutuda uuritava ainega erinevates kontsentratsioonides seitsme 66pdeva jooksul. Katse eesmirk on kvantitatiiv-
selt kirjeldada uuritava aine moju vegetatiivsele kasvule katseaja jooksul, vottes aluseks valitud modtemuutuja hin-
nangud. Peamine modtemuutuja on tallusjate vosude arv. Kuna moni aine voib mojutada muid mddtemuutujaid
rohkem kui tallusjate vosude arvu, moddetakse ka vdhemalt iihte tdiendavat mootemuutujat (tallusjate vosude
tildpindala, kuivmass voi elusmass). Uuritava aine mdju kvantitatiivseks iseloomustamiseks vorreldakse kasvu uu-
ritavas lahuses kasvuga kontroll-lahuses ja maaratakse kontsentratsioon, mis pdhjustab kasvukiiruse pidurdumi-
se teatava x % (nt 50 %) vorra; selle kontsentratsiooni tihis on EC, (nt ECs).

Katsetulem on kasvu pidurdumine, kusjuures kasvu viljendatakse mddtemuutuja véirtuse logaritmi suurenemi-
sena kokkupuuteaja jooksul (keskmine kasvu erikiirus). Katselahuste seerias maaratud keskmistest kasvu erikii-
rustest leitakse kontsentratsioon, mis vihendab kasvukiirust teatava protsendiméira x vorra (nditeks 50 %); selle
kontsentratsiooni tihis on E.C, (nt E.Cs).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

Lisaks kasutatakse kdesoleva meetodi korral kostemuutujana veel saagist, mida voib vaja olla teatavates riikides
kehtestatud erieeskirjade tditmiseks. Saagis on kokkupuuteaja 16pus ja alguses médratud modtemuutujate vaar-
tuste vahe. Lahtudes katselahuse seeriate puhul registreeritud saagistest, arvutatakse kontsentratsioon, mis poh-
justab saagise vihenemise teatava x % (nt 50 %) vorra; selle kontsentratsiooni tahis on E,C, (nt E,Cs).

Lisaks sellele voib statistiliselt méddrata madalaima avastatava mojuga kontsentratsiooni ja ka avastatava mojuta
kontsentratsiooni.

ANDMED UURITAVA AINE KOHTA

Uuritava aine sisalduse médramiseks katsekeskkonnas peab olema piisavalt tundlik analiiisimeetod.

Katsetingimuste valimisel voib olla kasulik teada jargmisi uuritavat ainet iseloomustavaid néitajaid: struktuuriva-
lem, puhtusaste, lahustuvus vees, piisivus vees, valguskindlus, pK,, K,,,, aururdhk ja biolagundatavus. Lahustu-
vust vees ja aururdhku voib kasutada Henry konstandi arvutamiseks, mis nditab, kas katse ajal on tdendoline
mirkimisvadrne uuritava aine kadu. See aitab selgitada, kas aine kao drahoidmiseks on vaja erimeetmeid. Kui and-
meid aine lahustuvuse ja piisivuse kohta on vahe, soovitatakse hinnata neid omadusi katsetingimustes, s.0 sama
toitelahuse, temperatuuri ja valgusreziimi puhul nagu katseski.

Kui katsekeskkonna pH reguleerimine on eriti tahtis, nt hiidroliiiitiliselt ebapiisivate metallide voi muude ainete
moju uurimisel, soovitatakse katselahusele lisada puhvrit (vt punkt 1.7.4, esimene 16ik). Tdiendavad juhised sel-
liste ainete mdju uurimiseks, mille fuiisikalis-keemilised omadused raskendavad seda uurimist, on esitatud publi-
katsioonis (11).

STANDARDAINE

Katse korrektse labiviimise kontrollimiseks voib kasutada rahvusvahelistes vordluskatsetes (10) kasutatavaid stan-
dardaineid, néiteks 3,5-diklorofenooli. Kontrolli standardainega soovitatakse teha vahemalt kaks korda aastas voi,
kui katseid tehakse harvemini, siis paralleelselt uuritava aine toksilisuse maaramisega.

KATSE VASTAVUS NOUETELE

Et katse vastaks nduetele, peab tallusjate vosude arvu kahekordistumise aeg kontrollkultuuride puhul olema alla
2,5 60pdeva (alla 60 tunni), mis vastab ligikaudu seitsmekordsele kasvule seitsme 66paeva jooksul ja keskmisele
kasvu erikiirusele 0,275 6dpéev ™. Kdesolevas metoodikas kirjeldatud toitelahuste ja katsetingimuste puhul véib
seda kriteeriumi tdita staatilise katse tingimustes (8). Oletatavalt saab seda kriteeriumi téita ka poolstaatilise ja l4-
bivoolukatse tingimustes. Kahekordistumisaja arvutamist on selgitatud punktis 2.1.

MEETODI KIRJELDUS

Seadmed

Kaik katsekeskkonnaga kokku puutuvad seadmed peavad olema valmistatud klaasist voi muust keemiliselt inert-
sest materjalist. Kultuuride kasvatamiseks ja katseteks kasutatavad klaasndud peavad olema steriilsed ja puhasta-
tud keemilistest saasteainetest, mis voiksid leostuda katsekeskkonda. Katsendud peavad olema piisavalt laiad, et
kontrollndudes kasvavad eri kolooniate tallusjad vosud katse 16pus ei hakkaks iiksteist katma. Ei ole téhtis, kas
juured puudutavad katsendu pohja, kuid on soovitatav, et ndu siigavus oleks vahemalt 20 mm ja maht vihemalt
100 ml. Kui need tingimused on tdidetud, ei ole ndu tiitibi valik tahtis. Sobivad nii nduetekohaste mootmetega
keeduklaasid, kristallisaatorid kui ka klaasist Petri tassid. Katsendud peavad olema kaetud, et vihendada keskkon-
na aurumist ja juhuslikku saastumist, kuid samal ajal peab olema tagatud vajalik Shuvahetus. Nouetekohased kat-
sendud ja eriti nende kaaned ei tohi varjata valgust voi muuta selle spektrit.

Kultuure ja katsendusid ei hoita koos. Selleparast on kdige parem kasutada eraldi fiitotrone, inkubaatoreid voi
kasvukambreid. Valguse intensiivsus ja temperatuur peavad olema reguleeritavad ja need hoitakse konstantsed
(vt punkt 1.7.8).
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Katseorganismid

Kéesolevas katses kasutatakse katseorganismina kiitirlemmelt (Lemna gibba) voi viikest lemmelt (Lemna minor).
Miirgisuse katsetes kasutatavate lemleliikide lithikirjeldus on esitatud 1. liites. Taimmaterjali voib saada kultuuri-
de kollektsioonist, teisest laborist voi loodusest. Loodusest kogutud materjali kasvatatakse enne kasutamist va-
hemalt kaheksa nidalat kultuuris samas toitelahuses, mida kasutatakse katsetes. Loodusliku lihtekultuuri
kogumiskohta ei tohi mdjutada ilmsed saasteallikad. Teisest laborist v6i kultuuride kollektsioonist saadud taim-
materjali kasvatatakse enne kasutamist samal viisil vahemalt kolm nédalat. Taimmaterjali allikas ning kasutatud
liik ja kloon (kui see on teada) mirgitakse katseprotokolli.

Tuleb kasutada monokultuure, mis ei ole nihtavalt saastatud muude organismidega, nagu vetikad voi algloomad.
Viikese lemle, L. minori terve taim moodustab 2-5 tallusjast vosust koosneva koloonia; kiiiirlemle, L. gibba terve
koloonia voib koosneda kuni seitsmest tallusjast vsust.

Katses kasutatavate taimede kvaliteet ja tihetaolisus mojutavad mérkimisvaarselt katsetulemust, selleparast tuleb
need valida hoolikalt. Kasutatakse noori kiirekasvulisi taimi, millel pole nahtavaid kahjustusi voi varvidefekte (klo-
roos). Hea kvaliteediga kultuuris on rohkesti vihemalt kahest tallusjast vosust koosnevaid kolooniaid. Uksikute
tallusjate vosude rohkus osutab keskkonnastressile (nt toitainete vaegus); sellisest kultuurist saadud taimmaterjali
ei tohi katses kasutada.

Kasvatamine

Kultuuri hooldamissageduse vihendamiseks (nt kui teatava aja jooksul ei kavandata katseid Lemna’ga) voib kul-
tuure hoida vihendatud valgustatuse ja madala temperatuuri (4-10 °C) juures. Kasvatamise iiksikasjad on esita-
tud 2. liites. Vetikate vdi muude organismidega saastumise tunnuste ilmnemisel tuleb lemle tallusjate vdsude
osaproov pindmiselt steriliseerida ja seejérel iile kanda virskesse toitelahusesse (vt 2. liide). Ulejadnud saastunud
kultuur visatakse sel juhul dra.

Vihemalt seitse pdeva enne katset kantakse piisav arv kolooniaid aseptiliselt virskesse steriilsesse toitelahusesse
ja neid kasvatatakse katsetingimustes 7-10 66pdeva jooksul.

Katsekeskkond

Viikese lemle ja kiriirlemle puhul soovitatakse kasutada allpool kirjeldatud toitelahuseid. pH-d reguleeriva puhv-
ri lisamist toitelahusesse tuleb hoolikalt kaaluda, kui oletatakse, et puhver voib reageerida uuritava ainega ja mo-
jutada toksilisuse avaldumist (vdikese lemle toitelahusesse lisatakse 4-morfoliinpropaansulfoonhapet, CASi
nr 1132-61-2; EINECSi nr 214-478-5, kiiiirlemle toitelahusesse lisatakse NaHCO). Voib kasutada ka Steinber-
gi toitelahust (12), kui nduetele vastavuse kriteeriumid on tdidetud.

Viikese lemle kasvatamiseks ja sellega katsete tegemiseks soovitatakse kasutada Rootsi standardiga (SIS) lemle kas-
vatamiseks ette nihtud toitelahuse modifikatsiooni. Selle toitelahuse koostis on esitatud 3. liites.

Kiitirlemle kasvatamiseks ja sellega katsete tegemiseks soovitatakse kasutada 3. liites kirjeldatud toitelahust
20X-AAP.

Viikese lemle ja kiitirlemle puhul voib kasutada ka 3. liites kirjeldatud Steinbergi toitelahust, kui nouetele vasta-
vuse kriteeriumid on tdidetud.

Katselahused

Katselahused valmistatakse tavaliselt pohilahuse lahjendamise teel. Uuritava aine pohilahus valmistatakse tavali-
selt aine lahustamisega toitelahuses.

Tavaliselt ei tohi uuritava aine kdrgeim kontsentratsioon {iiletada aine lahustuvust vees katsetingimustes. Tuleb
veel silmas pidada, et lemle liigid ujuvad pinnal ja voivad kokku puutuda vee ja Shu piirpinnale koguneva ainega
(nt vees vahelahustuvad, hiiddrofoobsed voi pindaktiivsed ained). Sel juhul puutub lemle kokku mitte lahuses ole-
va materjali kontsentratsiooniga, vaid see vdib — olenevalt uuritava aine omadustest — olla korgem selle aine la-
hustuvusest vees. Vees vahelahustuva aine puhul voib olla vaja valmistada selle aine kontsentreeritud pdhilahus
voi dispersioon, kasutades orgaanilist lahustit voi dispergeerivat ainet, et holbustada tipsete uuritava aine
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koguste lisamist katsekeskkonda ja soodustada aine lahustumist voi pihustumist. Tuleb teha koik sellise materjali
kasutamise valtimiseks. Abilahusti voi dispergeeriv aine ise ei tohi olla fiitotoksiline. Tavaliselt kasutatavad lahus-
tid, mis kuni kontsentratsioonini 100 pl-1"* ei ole fiitotoksilised, on niiteks atsetoon ja dimetiiiilformamiid. Kui
kasutatakse lahustit voi dispergeerivat ainet, peab selle 16ppkontsentratsioon, mis margitakse katseprotokolli,
olema vaimalikult madal (< 100 ul1™) ning kdigi katse- ja kontrollkultuuride puhul tuleb kasutada lahusti v&i
dispergeeriva aine ithesugust kontsentratsiooni. Tdiendavad juhised dispergeeriva aine kasutamise kohta on esi-
tatud publikatsioonis (11).

Katse- ja kontrollriihmad

Uuritava aine sobivate kontsentratsioonide valimiseks peaks eelnevalt niiteks mojuvahemiku hindamise katsega
vilja selgitama, kui miirgine see aine on lemlele. Lopliku katse tegemisel kasutatakse tavaliselt vahemalt viit geo-
meetrilise jadana jdrjestatud kontsentratsiooni. Uuritavate kontsentratsioonide jada kordaja ei peaks iildiselt olema
suurem kui 3,2, kuid lameda kontsentratsiooni-mdju kdvera korral voib kordaja siiski olla suurem. Kui kasuta-
takse vihem kui viit kontsentratsiooni, tuleb seda pdhjendada. Iga uuritava kontsentratsiooni puhul kasutatakse
vihemalt kolme paralleelkultuuri.

Uuritavate kontsentratsioonide vahemiku valimisel (m&juvahemiku hindamise katse ja 16pliku toksilisuskatse pu-
hul) tuleb arvestada jargmist.

— EC, madramisel peaks EC, véirtus olema uuritavate kontsentratsioonide vahemikus, et tagada sobiv usal-
dusnivoo. Nditeks EC5, méddramisel peab kdrgeim uuritav kontsentratsioon olema korgem kui ECs, véir-
tus. Kui ECs, véirtus jaab viljapoole uuritavate kontsentratsioonide vahemikku, on asjaomased
usaldusvahemikud laiad ja ldhendatud mudeli sobivust katseandmetega on raske statistiliselt hinnata.

—  Kui eesmirk on madalaima avastatava mojuga kontsentratsiooni ja ka avastatava mdjuta kontsentratsiooni
mdadramine, peab madalaim uuritav kontsentratsioon olema nii madal, et kasv ei oleks oluliselt aeglasem kui
kontrollkultuuris. Peale selle peab kdrgeim uuritav kontsentratsioon olema nii kdrge, et kasv oleks oluliselt
aeglasem kui kontrollkultuuris. Kui see nii i ole, tuleb katset korrata teise kontsentratsioonivahemikuga (kui
korgeim uuritav kontsentratsioon ei ole juba vordne lahustuvuse voi kdrgeima noutava piirkontsentratsioo-
niga, niiteks 100 mgl™).

Igas katses tehakse ka kontrollkultuurid, mille toitelahus, tallusjate vosude ja kolooniate arv, keskkonnatingimu-
sed ning maaramiskatsed on samad kui katsendude puhul, kuid millele ei ole lisatud uuritavat ainet. Kui kasuta-
takse abilahustit voi dispergeerivat ainet, tuleb lisaks teha kontrollkultuur, milles lahusti voi dispergeeriva aine
kontsentratsioon on sama kui uuritavat ainet sisaldavates ndudes. Paralleelsete kontrollndude (ja vajaduse korral
lahustit sisaldavate kontrollndude) arv peab olema vihemalt vordne iga kontsentratsiooni korral kasutatavate
noude arvuga voi paremal juhul sellest kaks korda suurem.

Kui avastatava mdjuta kontsentratsiooni médrata ei ole vaja, voib katseplaani muuta nii, et suurendatakse uuri-
tavate kontsentratsioonide arvu ja vihendatakse paralleelkultuuride arvu tihe kontsentratsiooni kohta. Kontroll-
kultuure peab siiski olema vihemalt kolm.

Kokkupuude uuritava ainega

Aseptilistes tingimustes kantakse inokulum-kultuurist juhuvaliku alusel paigutatud katsendudesse iile 2—4 nih-
tavast tallusjast vosust koosnevad kolooniad. Iga katsendu peaks sisaldama kokku 9-12 tallusjat vosu. Tallusjate
vosude ja kolooniate arv peab koikides katsendudes olema sama. Kdesoleva meetodiga saadud kogemused ja la-
boratooriumidevahelised vordluskatsed niitavad, et kasvukiiruse 4-7-protsendilise voi saagise 10-15-
protsendilise erinevuse médramiseks uuritava aine eri kontsentratsioonidel piisab, kui uuritava aine ithe
kontsentratsiooniga tehakse paralleelkatsed kolmes ndus, kui katse alguses sisaldab iga paralleelkultuuri ndu 9-12
tallusjat vosu (10).

Katsendud paigutatakse inkubaatorisse juhuslikult, et vihendada paigutusest tingitud valgustatuse ja temperatuu-
ri erinevuste moju. Igal katseandmete registreerimisel voi veelgi sagedamini on katsendud vaja ka kas rithmiti voi
juhuvaliku alusel vastastikku @imber paigutada.
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Kui eelkatse niitab, et uuritava aine kontsentratsioon ei piisi 7-pdevase katse jooksul samal tasemel (katse 16pus
moddetud kontsentratsioon on alla 80 % moddetud algtasemest), soovitatakse kasutada poolstaatilist katsereZii-
mi. Sel juhul lastakse kolooniatel katse jooksul vahemalt kahel korral (nt kolmandal ja viiendal katsepdeval) kok-
ku puutuda virskelt valmistatud katselahusega ja kontroll-lahusega. Kui sageli lastakse kultuuril puutuda kokku
virske katsekeskkonnaga, see oleneb uuritava aine piisivusest; kui aine on viga ebastabiilne voi lenduv, siis ligi-
kaudu piisiva kontsentratsiooni hoidmiseks peab see sagedus olema suurem. Monel juhul voib olla vaja kasutada
libivoolumeetodit (11, 13).

Kéesolevas metoodikas ei kisitleta kokkupuutekatset, milles uuritav aine pritsitakse taimelehtedele (vt 14).

Inkubeerimistingimused

Kasutatakse paevavalgus- voi kiilmvalge spektriga pidevat fluorestsentsvalgust, mille intensiivsus valitakse vahe-
mikus 85-135 pE'm™s™" (vastab 6 500 — 10 000 luksile); valgustatust mdddetakse fotosiinteesiks sobivas laine-
pikkuse vahemikus 400-700 nm punktides, mis on valgusallikast sama kaugel kui lemle tallusjad vosud. Katseala
ulatuses ei tohi valgustatus erineda valitud vaartusest ile 15 %. Valgustatuse mdddetav véirtus sdltub modtmis-
meetodist ja eriti sensori titiibist. Uhest suunast langevat valgust mddtvale sensorile eelistatakse sfddrilist sensorit
(reageerib nii wilalt- kui altpoolt modtetasapinda igast suunast langevale valgusele) voi koosinussensorit (reagee-
rib iilaltpoolt mddtetasapinda igast suunast langevale valgusele); kdesoleva meetodi kohase mitmepunktilise val-
gustuse puhul annavad need sensorid suuremaid vartusi.

Katsendude temperatuur peab olema 24 £ 2 °C. Katse ajal ei tohi kontrollkeskkonna pH téusta enam kui 1,5 iihi-
ku vorra. Kui pH tduseb iile 1,5 iihiku, siis loetakse siiski, et katse vastab nduetele, kui saab ndidata, et nduetele
vastavuse kriteeriumid on tdidetud. Erijuhtudel, nt ebapiisivate ainete voi metallide mdju uurimisel tuleb pH nih-
kumisele poorata erilist tihelepanu. Tdiendavad juhised on esitatud publikatsioonis (11).

Katse kestus

Katse lopetatakse 7 66pdeva méodumisel taimede tilekandmisest katsendudesse.

Mo6tmised ja analiiiitilised médiramised

Katse alguses loendatakse ja registreeritakse tallusjate vosude arv katsendudes, jilgides, et koik véljaulatuvad sel-
gesti ndhtavad tallusjad vosud oleksid arvesse voetud. Normaalse voi ebanormaalse vilimusega tallusjate vosude
arv madratakse katse alguses, vahemalt iiks kord kolme 66pédeva kohta (st vdhemalt kaks korda 7-paevase katse
jooksul) ja katse 1dpus. Registreeritakse muutused taimede arengus, nt tallusjate vosude suurus, vilimus, nekroo-
si, kloroosi voi puhetumise ilmingud, kolooniate lagunemine, kolooniate ujuvuse halvenemine, juurte pikkuse ja
vilimuse muutused. Registreerida tuleb ka olulised tahelepanekud katsekeskkonna kohta (nt mittelahustunud ma-
terjali olemasolu, vetikate kasv katsendudes).

Lisaks tallusjate vosude arvu maaramisele katse jooksul hinnatakse ka uuritava aine moju tthele voi mitmele jarg-
misele modtemuutujale:

i) tallusjate vosude tildpindala;

ii)  kuivmass;

iii) elusmass.

Tallusjate vosude iildpindala eelis on, et seda saab maddrata igas katse- ja kontrollndus katse alguses, katse kaigus
ja 1opus. Kuiv- voi elusmass médratakse katse alguses inokulum-kultuuri representatiivses proovis ning katse 16-
pus igast katse- ja kontrollndust saadud taimmaterjali alusel. Kui tallusjate vosude iildpindala ei maarata, eelista-
takse elusmassi madramisele kuivmassi madramist.

Tallusjate vosude tildpindala, kuivmass ja elusmass méiratakse jargmiselt.
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i)  Tallusjate vosude iildpindala. Koigi kolooniate tallusjate vosude tildpindala v6ib méddrata pildianaliiiisi abil. Kat-
sendu ja taimede siluett jaddvustatakse videokaameraga (nt asetades katsendu valguskastile) ja saadud kuju-
tis digitaliseeritakse. Kasutades kalibreerimiseks teadaoleva pindalaga tasapinnalisi kujundeid, vdib seejdrel
méirata katsendus olevate tallusjate vosude iildpindala. Tuleb jdlgida, et katsendu serv ei segaks maaramist.
Teine, toomahukam meetod on teha katsendu ja taimede fotokoopia, 1digata vilja saadud kolooniate siluett
ja mddrata nende pindala lehepinnaanaliisaatori voi millimeetripaberi abil. Voib kasutada ka muid mééra-
mismeetodeid (nt kolooniate siluetile ja ithikpindalale vastava paberi masside suhte mairamine).

ii)  Kuivmass. Igast katsendust kogutakse koik kolooniad ja neid loputatakse destilleeritud voi deioniseeritud vee-
ga. Kolooniatest eemaldatakse filterpaberi abil iileméirane vesi ja neid kuivatatakse 60 °C juures piisiva kaa-
luni. Koik juuretiikid voetakse méddramisel arvesse. Kuivmass viljendatakse tipsusega vahemalt 0,1 mg.

i)  Elusmass. Kdik kolooniad kantakse iile eelnevalt kaalutud poliistiireenist (vdi muust inertsest materjalist) kat-
seklaasidesse, mille timarates pohjades on viikesed (1 mm) avad. Katseklaase tsentrifuugitakse toatempera-
tuuril kiirusel 3 000 pooret minutis 10 minuti jooksul. Katseklaasid niimoodi kuivatatud kolooniatega
kaalutakse ja elusmassi leidmiseks lahutatakse saadud tulemusest tiihja katseklaasi mass.

Madtmiste ja analiliitiliste mddramiste sagedus

Staatilise katse puhul moddetakse pH igas katsendus katse alguses ja 13pus. Poolstaatilistes katsetes mdddetakse
virske katselahuse pH enne iga lahusevahetust ja maaratakse ka iga ,kasutatud” lahuse pH.

Valgustatus moddetakse fiitotroni, inkubaatori v6i kasvukambri punktides, mis on valgusallikast samal kaugusel
kui lemle tallusjad vdsud. Valgustatust moddetakse katse jooksul vihemalt iiks kord. Katsekeskkonna tempera-
tuur fiitotronis, inkubaatoris voi kasvukambris samades tingimustes hoitavas asendusndus registreeritakse vihe-
malt iiks kord pdevas.

Uuritava aine kontsentratsioon médratakse katse ajal sobiva vaheaja tagant. Staatilise katse puhul tuleb uuritava
aine kontsentratsioon médrata vihemalt katse alguses ja 1opus.

Poolstaatilise katse puhul, kus oletatakse uuritava aine kontsentratsiooni muutumist iile 20 % nominaalvéirtu-
sest, tuleb see kontsentratsioon maarata koigis varskelt valmistatud katselahustes ja samades lahustes parast nen-
de asendamist (vt punkt 1.7.7, kolmas 16ik). Kui uuritava aine moddetud algkontsentratsioon erineb nominaalsest
enam kui 20 % vorra, kuid on piisavad tdendid, et algkontsentratsiooni vaartus on korratav ja piisiv (st 80-120 %
algkontsentratsioonist), voib keemilised madramised teha ainult kdrgeima ja madalaima uuritava kontsentrat-
siooni puhul. Koigil juhtudel on aine kontsentratsioon igal uuritaval vdartusel vaja madrata enne katselahuse va-
hetamist ainult iihes paralleelkultuuri ndus (voi paralleelkultuuridest kokku segatud proovis).

Labivoolukatse puhul kasutatakse sama proovivdtureziimi kui poolstaatilises katses, kaasa arvatud analiiiis katse
alguses, katse kdigus ja 1opus, selle erinevusega, et kasutatud” lahust ei ole vaja analiitisida. Nendes katsetes kont-
rollitakse igal katsepaeval lahjenduslahuse ja uuritava aine voi uuritava aine pohilahuse voolukiirust.

Kui on tdendatud, et uuritava aine kontsentratsioon piisib kogu katse ajal rahuldavalt nominaalse voi mdddetud
algvadrtuse liheduses tipsusega + 20 %, voib katsetulemusi analiiiisida nominaalse vdi mdddetud algviidrtuse
pdhjal. Kui kdrvalekalle nominaalsest vo6i moddetud algviirtusest on suurem kui + 20 %, analiiiisitakse katsetu-
lemusi katse geomeetrilise keskmise kontsentratsiooni alusel voi kasutatakse uuritava aine kontsentratsiooni kor-
valekaldeid kajastavaid mudeleid (11).
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Piirsisalduskatse

Teatavatel asjaoludel, nditeks kui eelkatse niitab, et kontsentratsioonil kuni 100 mg~l’1 voi katsekeskkonnas la-
hustuvuse piirkontsentratsioonil (olenevalt sellest, kumb on madalam) ei avalda uuritav aine toksilist moju, voib
teha piirsisalduskatse, milles vorreldakse kontrollrithmas ja iihes katseriihmas (kontsentratsioonil 100 mg-1™" v&i
lahustuvuse piirkontsentratsioonil) avalduvat mdju. Piirsisalduskatse tegemisel soovitatakse kindlasti méddrata ka
kokkupuutekontsentratsioon. Kdik eespool kirjeldatud katsetingimused ja nduetele vastavuse kriteeriumid keh-
tivad ka piirsisalduskatse puhul, kuid uuritava ainega tuleb teha viahemalt kahekordne arv paralleelkatseid. Kasvu
analiiiisimiseks kontroll- ja katseseerias voib keskmisi vadrtusi vorrelda statistilise kriteeriumi (nt Studenti
t-kriteerium) abil.

KATSEANDMED JA NENDE ESITAMINE

KAHEKORDISTUMISAEG

Tallusjate vosude arvu kahekordistumise aja (T4) madramiseks ja katse nduetele vastavuse sellekohase kriteeriumi
taitmise kindlakstegemiseks (punkt 1.6) kasutatakse kontrollkultuuridega saadud andmeid ja jargmist valemit:

Tyg=1In2/p

kus 11 on punkti 2.2.1 esimeses ja teises 16igus kirjeldatud viisil maaratud keskmine kasvu erikiirus.

KOSTEMUUTUJAD

Konesoleva katse eesmark on maarata uuritava aine moju lemle vegetatiivsele kasvule. Kuna liikmesriikide eelis-
tused ja reguleerimisvajadused on erinevad, kisitletakse kdesolevas metoodikas kahte kostemuutujat. Et katsetu-
lemused oleksid vastuvdetavad koikides liikmesriikides, tuleb uuritava mdju hindamisel kasutada molemat
jargnevalt kirjeldatud kostemuutujat (a ja b).

a)  Keskmine kasvu erikiirus. See kostemuutuja arvutatakse katse ajal toimuva tallusjate vosude arvu logaritmi
muutuse ja veel ithe mddtemuutuja (tallusjate vdsude tildpindala, kuivmassi voi elusmassi) logaritmi muu-
tuse ning selleks kulunud aja (66pdevades) alusel kontrollkultuurides ja igas uuritava ainega kultuuris. Seda
nimetatakse monikord ka suhteliseks kasvukiiruseks (15).

b)  Saagis. See kostemuutuja arvutatakse katse 16puks toimunud tallusjate vésude arvu muutuse ja lisaks veel
iihe mddtemuutuja (tallusjate vosude iildpindala, kuivmass voi elusmass) muutuse alusel kontrollkultuuri-
des ning igas uuritava ainega kultuuris.

Tuleb mirkida, et nende kahe kostemuutuja abil arvutatud toksilisuse véirtused ei ole vorreldavad ning seda eri-
nevust tuleb katsetulemuste kasutamisel arvestada. Kui jargitakse kiesoleva metoodika tingimusi, on asjaomaste
lahenemisviiside matemaatilise aluse eripéra tottu keskmisel kasvu erikiirusel pdhinevad EC, véirtused (E,C,) iil-
diselt suuremad kui saagise alusel saadud tulemused (E,C,). Seda erinevust ei tuleks tolgendada kahe kostemuu-
tuja tundlikkuse erinevusena; asjaomased vaartused on lihtsalt matemaatiliselt erinevad. Keskmise kasvu erikiiruse
mdiste pohineb lemmelde iildisel eksponentsiaalsel kasvul piiramata kultuuris, kusjuures toksilisus méadratakse
kasvukiiruses avalduva mdju alusel ja see ei olene kontrollkultuuri kasvu erikiiruse absoluutsest tasemest,
kontsentratsiooni-mdju kovera tdusust voi katse kestusest. Kui kostemuutujaks on saagis, siis soltuvad tulemu-
sed aga koikidest mainitud korvalmuutujatest. E,C, oleneb igas katses kasutatud lemleliigi kasvu erikiirusest ja
maksimaalsest kasvu erikiirusest, mis vdib olla eri lemleliikide ja isegi eri kloonide puhul erinev. Seda kostemuu-
tujat ei tohi kasutada, kui vorreldakse lemleliikide voi -kloonide tundlikkust toksiliste ainete suhtes. Kuigi teadus-
likust aspektist on toksilisuse madramiseks parem kasutada kasvu erikiirust, esitatakse kdesolevas metoodikas
teatavate liikmesriikide eeskirjade jargimiseks ka saagisel pohinev toksilisuse madramise kaik.
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Toksilisuse hinnang peab pohinema tallusjate vosude arvul ja iihel tdiendaval modtemuutujal (tallusjate vosude
tldpindala, kuivmass voi elusmass), sest moned ained voivad mojutada muid modtemuutujaid palju enam kui

arvu.

Tallusjate vosude arv ja muud registreeritud modtemuutujad (tallusjate vosude iildpindala, kuivmass, elusmass)
kantakse iga mddtmise puhul koos uuritava aine kontsentratsiooni vaartustega tabelisse. Avastatava mojuta kont-
sentratsiooni, madalaima avastatava mojuga kontsentratsiooni ja EC, mddramiseks ei kasutata andmetootluses
mitte katseseeria jaoks arvutatud keskmisi vddrtusi, vaid individuaalsete paralleelkultuuridega saadud vaartusi.

Keskmine kasvu erikiirus

Kontrollkultuuride ja uuritava ainega kultuuride puhul arvutatakse teatava ajavahemiku keskmine kasvu erikiirus
igas néus kasvu iseloomustavate muutujate — tallusjate vdsude arvu ja iihe tdiendava médtemuutuja (tallusjate vo-
sude tildpindala, kuivmassi vdi elusmassi) — logaritmi suurenemise alusel jirgmise valemi abil:

ln(Nj) ~In(N)

P'i_}' = t

— p on keskmine kasvu erikiirus ajavahemikul i,
,  on mddtemuutuja vairtus katse- voi kontrollkultuuri sisaldavas nous ajahetkel i,
— N.  on mddtemuutuja vddrtus katse- voi kontrollkultuuri sisaldavas ndus ajahetkel j,

— t on ajavahemik i—j.

Iga katse- ja kontrollseeria puhul arvutatakse kasvukiiruse keskvéartus ja dispersiooni hinnang.

Keskmine kasvu erikiirus arvutatakse kogu katseaja kohta (eespool esitatud valemis vastab katse algusele ajahetk
ija katse 16pule ajahetk j). Iga uuritava kontsentratsiooni ja kontrolli puhul arvutatakse keskmise kasvu erikiiruse
keskvadrtus ja dispersiooni hinnang. Lisaks sellele hinnatakse kasvukiirust ka 16ikude kaupa, et niiteks logarit-
mitud kasvukdverate uurimise abil hinnata uuritava aine moju katse vltel. Loikude kaupa leitud kasvukiiruste ja
keskmise kasvukiiruse olulised erinevused osutavad kdrvalekaldumisele pidevast eksponentsiaalsest kasvust; sel
juhul on kasvukdveraid vaja tiksikasjalikult uurida. Konservatiivse lihenemisviisi kohaselt tuleb sel juhul vorrelda
uuritava ainega kultuurides maksimaalse pidurdumise ajavahemikul maaratud kasvu erikiirusi kontrollkultuuri-
des samal ajavahemikul maaratud kasvu erikiirustega.

Iga uuritava kontsentratsiooni (katseseeria) puhul arvutatakse jargmise valemi abil kasvukiiruse pidurdumise prot-
sent I :

1 —
%l (e, 100

He
kus:
— %I, on keskmine kasvu erikiiruse pidurdumise mair protsentides,
— ¢ on keskmise kasvu erikiiruse () keskvairtus kontrollseerias,
— 1 on keskmise kasvu erikiiruse (1) keskvidrtus katseseerias.
Saagis

Uuritava aine mdju saagisele madratakse kahe modtemuutuja — tallusjate vosude arvu ja iihe tdiendava moote-
muutuja (tallusjate vosude tildpindala, kuivmass voi elusmass) — alusel, mille vdartused mdddetakse igas uurita-
vas kultuuris katse alguses ja 16pus. Kuivmassi voi elusmassi esialgne vairtus mdaaratakse tallusjate vosude
proovist, mis voetakse katsendu inokuleerimiseks kasutatud kultuurist (vt punkt 1.7.3, teine 16ik). Iga uuritava
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kontsentratsiooni ja kontrollkultuuri jaoks arvutatakse keskmine saagis ning dispersiooni hinnang. Iga katsesee-
ria puhul arvutatakse saagise keskmine véhenemine protsentides %I,

b.—b
%I :MXlOO
Y b

C

kus:

— %I,  on saagise vihenemine protsentides,

— be  onldppbiomassi ja algbiomassi vahe kontrollseeria puhul,

— by onldppbiomassi ja algbiomassi vahe katseseeria puhul.
2.2.3. Kontsentratsiooni-mdju kdvera ehitamine

Ehitatakse kontsentratsiooni-mdju kover, mis kajastab kostemuutuja protsentides viljendatud keskmise vihene-
mise méadra (punkti 2.2.1 v6i 2.2.2 viimase 16igu kohaselt arvutatud I, v&i L) sdltuvust uuritava aine kontsent-
ratsiooni logaritmist.

2.2.4. EC, hindamine

EC, (nt ECs,) hinnangud tuleb leida nii keskmise kasvu erikiiruse kui ka saagise pohjal (vastavalt E,C, ja E,C)),
mis omakorda leitakse tallusjate vosude arvu ja iihe tdiendava médtemuutuja (tallusjate vosude iildpindala, kuiv-
massi voi elusmassi) pohjal. Selle pdhjuseks on asjaolu, et teatavad uuritavad ained mojutavad tallusjate vosude
arvu ja muid mddtemuutujaid erinevalt. Otsitavad toksilisusparameetrid, mis tuleb arvutada iga pidurdustaseme
x puhul, on jérelikult neli EC, véirtust: E.C, (leitakse tallusjate vosude arvu alusel), E,C, (leitakse tallusjate vosude
tildpindala, kuivmassi v&i elusmassi alusel), E,C, (leitakse tallusjate vosude arvu alusel), E,C, (leitakse tallusjate
vosude iildpindala, kuivmassi voi elusmassi aﬁjsel).

2.3. STATISTILISED MEETODID

Eesmirk on leida regressioonanaliiiisi abil kvantitatiivne seos kontsentratsiooni ja mdju vahel. Voib kasutada kaa-
lutud lineaarset regressiooni parast kosteandmete lineariseerivat teisendamist niiteks probit-, logit- v6i Weibulli
tihikute kujule (16), kuid eelistada tuleb siiski mittelineaarse regressiooni meetodeid, mis sobivad paremini vil-
timatute andmevigade ja sujuvast jaotusest korvalekallete puhul. Kui andmevead lihenevad null-pidurdusele voi
tdielikule pidurdusele, vdivad need teisendustel voimendada ja segada analiitisi (16). Tuleb silmas pidada, et
probit-, logit- voi Weibulli teisendusega standardsed analiiiisimeetodid on ette nihtud koik-voi-mitte-midagi-
andmete (nt suremus voi elulemus) analiitisiks ja kasvukiiruse voi biomassi andmete analiiiisimiseks tuleb neid
kohandada. Konkreetsed meetodid EC, vddrtuste madramiseks pidevate andmete alusel on esitatud publikatsioo-
nides (17, 18, 19).

Kummagi kostemuutuja puhul arvutatakse kontsentratsiooni-mdju kdverast punkti EC, hinnangud. Voimaluse
korral médratakse iga hinnangu usaldusvahemik 95-protsendilise usaldusnivoo jaoks. Kosteandmete sobivust
regressioonimudeliga hinnatakse graafiliselt voi statistiliselt. Regressioonanaliiiisiks ei kasutata katserithma
keskviirtusi, vaid individuaalsete paralleelkultuuride koste vaartusi.

Kui tavalised regressioonimudelid ja -meetodid katseandmete puhul ei sobi, vdib EC5, hinnangute ja usaldusva-
hemike leidmiseks kasutada ka lineaarset interpolatsiooni koos andmete usaldusvéidrsuse iteratiivse kontrollimi-
sega (bootstrapping) (20).

Selleks et méddrata madalaim avastatava mdjuga kontsentratsioon ja sellest ka avastatava mojuta kontsentrat-
sioon, on uuritava ainega kultuuride keskvaartusi vaja vorrelda dispersioonanaliiiisi (ANOVA) abil. Iga kontsent-
ratsiooni puhul leitud keskvaartust vorreldakse seejirel kontrollkultuuride keskvaartusega, kasutades sobivat
mitmekordse vordluse voi trendikatse meetodit. Dunnetti voi Williamsi test voib osutuda sobivaks (21, 22, 23,
24). Tuleb hinnata, kas kehtib dispersioonanaliiiisi eeldus, et dispersioon on homogeenne. Selle hinnangu voib
saada graafiliselt voi formaaltesti abil (25). Sobivad Levene’i voi Bartletti testid. Kui dispersioonide homogeensuse
eeldus ei kehti, voib monikord olla abi andmete logaritmilisest teisendamisest. Kui dispersiooni heterogeensus on
viga suur ja seda ei saa korrigeerida teisendamisega, tuleb kaaluda Jonkheere alanevate astmetega trenditesti ka-
sutamist. Tdiendavad juhised avastatava mdjuta kontsentratsiooni médramiseks on esitatud publikatsioonis (19).
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3.1.

Teaduse viimaste saavutuste pdhjal on soovitatud loobuda avastatava mojuta kontsentratsiooni mdistest ja asen-
dada see regressioonist leitud punkti EC, hinnangutega. Kdnesoleva katse jaoks lemmeldel ei ole sobivat x vaar-
tust veel kindlaks médratud. Nihtavasti on see véirtus 10-20 % vahemikus (olenevalt valitud kosteparameetrist);
parem oleks esitada nii EC;, kui ka EC,,.

TULEMUSTE ESITAMINE

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokollis esitatakse jargmine teave.

Uuritav aine:

— fudsikaline iseloomustus ja fuiisikalis-keemilised omadused, kaasa arvatud lahustuvus vees;
—  kemikaali identifitseerimiseks vajalikud andmed (nt CASi number), kaasa arvatud puhtusaste.
Katseorganismi liik:

— teaduslik nimi, kloon (kui see on teada) ja paritolu.

Katsetingimused:

— kasutatud katsemeetod (staatiline, poolstaatiline voi libivoolukatse);

— katse alustamise kuupdev ja kestus;

—  katsekeskkond;

—  katseplaani kirjeldus: katsendud ja ndukatted, lahuste mahud, kolooniate ja tallusjate vosude arv ithe katse-
nou kohta katse alguses;

— uuritavad kontsentratsioonid (nominaalsed voi mdddetavad, olenevalt sellest, mis sobib) ja paralleelkultuu-
ride arv ithe kontsentratsiooni kohta;

—  pohi- ja katselahuste valmistusviisid, sh lahusti voi dispergeeriva aine kasutamine;
—  katsetemperatuur;

— valgusallikas, valguse intensiivsus ja iihtlus;

—  katsekeskkonna ja kontrollkultuuri keskkonna pH véirtused;

— uuritava aine kontsentratsioonid, analiitisimeetod ja asjakohased kvaliteedihinnangu andmed (valideeri-
misuuringud, analiiisiandmete standardhilbed ja usaldusvahemikud);

— tallusjate vosude arvu ja muude mddtemuutujate (kuivmass, elusmass, tallusjate vosude pindala) médramise
meetodid;

—  koik korvalekaldumised kiesolevast metoodikast.
Katsetulemused:

— originaalandmed: tallusjate vdsude arv ja muude modtemuutujate vadrtused igas uuritava ainega kultuuris
ja kontrollkultuuris iga vaatluse ja analiiiisi korral;

— iga mootemuutuja keskviirtus ja standardhilve;

— igale kontsentratsioonile vastav kasvukdver (soovitatakse esitada kasvukover logaritmitud mdotemuutuja
jargi, vt punkt 2.2.1, teine 16ik);

— kontrollkultuuri kahekordistumise aeg voi kasvukiirus, mis maaratakse tallusjate vosude arvu jargi;
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iga uuritava ainega paralleelkultuuri puhul arvutatud kostemuutujate véirtused, keskvaartused ja paralleel-
kultuuride variatsioonikordaja;

kontsentratsiooni-mdju soltuvuse graafik;

kostemuutujate (nt ECs, EC, o, EC,,) abil viljendatud toksilisuse hinnangud ja nende usaldusvahemikud.
Madalaim avastatava mojuga kontsentratsioon ja ka avastatava mojuta kontsentratsioon (kui need arvutati)
ning nende maaramiseks kasutatud statistilised meetodid;

kui kasutati dispersioonanaliiiisi (ANOVA), siis avastatava efekti suurus (nt vdikseim oluline erinevus);
uuritava ainega kultuuris jalgitud kasvu stimuleerimine;
visuaalsed futotoksilisuse tunnused ja tihelepanekud katselahuste kohta;

tulemuste arutelu, kaasa arvatud kdesolevast metoodikast korvalekaldumise voimalik moju katsetulemustele.
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1. liide
Lemmelde liikide kirjeldus

Uldnime lemled (Lemna spp.) all tuntud veetaimed kuuluvad lemleliste (Lemnaceae) sugukonda, mis hdlmab paljusid iile-
maailmse levikuga liike, mis kuuluvad nelja perekonda. Nende morfoloogilisi erinevusi ja taksonoomiat on kirjeldatud am-
mendavalt (1, 2). Toksilisuskatsetes kasutatakse tildiselt parasvootmele iseloomulikku kiitirlemmelt (Lemna gibba) ja viikest
lemmelt (Lemna minor). Mdlemal liigil on vee pinnal voi vee sees ujuv litrikesetaoline vars (tallusjas vosu) ja iga tallusja vosu
alakiilje keskkoha kiilge kinnitunud viga peenike juur. Lemled ditsevad harva ja paljunevad peamiselt vegetatiivselt uute tal-
lusjate vosude moodustamise abil (3). Vanemate taimedega vorreldes on noored taimed heledamad, lithemate juurtega ja
koosnevad kahest v6i kolmest erineva suurusega tallusjast vosust. Tanu lemle viiksusele, lihtsale ehitusele, mittesugulisele
paljunemisele ja lithikesele generatsiooniajale sobivad selle perekonna taimed vdga hsti laboratoorseteks katseteks (4, 5).

Kuna tundlikkus uuritava aine suhtes on tdendoliselt liigiti erinev, saab aineid vorrelda ainult tihe liigiga tehtud katsete alusel.

Niiteid lemle liikide kasutamise kohta katsetes: viited

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Lemna liikide kollektsioonid

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel: +1 4169783641

Faks:+1 4169785878

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

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
United States

Tel: +1 9195157572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

SWEDEN

Tel: +46 86747240

Faks +46 86747636

Federal Environmental Agency (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germany

e-post: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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2. liide
Titvikultuuri siilitamine

Tuvikultuure voib pikemat aega sdilitada madalal temperatuuril (4-10 °C), ilma et oleks vaja alustada uut kultiveerimist. Lem-
le toitelahus voib olla sama, mida kasutatakse katsetes, kuid titvikultuuride puhul voib kasutada ka muid toitainerikkaid
lahuseid.

Teatav arv noori helerohelisi taimi kantakse kindlate ajavahemike tagant aseptiliselt ile virsket toitelahust sisaldavasse ndus-
se. Kéesolevas lisas soovitatud madala temperatuuri korral voib subkultuuride inokuleerimise vaheaeg olla kuni kolm kuud.

Kasutatakse keemiliselt puhtaid (happega pestud) steriilseid klaasist kultiveerimisndusid ja aseptilist kditlustehnikat. Kui tii-
vikultuur saastub niiteks vetikate voi seentega, tuleb votta meetmeid saasteorganismide kdrvaldamiseks. Vetikate ja enami-
ku muude saastavate organismide korral voib seda saavutada pindmise steriliseerimise abil. Saastatud taimmaterjalist
voetakse proov ja 1digatakse dra taimede juured. Materjali loksutatakse tugevasti puhtas vees ja see asetatakse 30 sekundiks
kuni 5 minutiks 0,5-mahuprotsendilisse naatriumhiipokloriti lahusesse. Seejirel loputatakse taimmaterjali steriilse veega ja
kantakse siis mitme portsjonina vérsket toitelahust sisaldavatesse kultiveerimisndudesse. Sellise to6tlemise tagajarjel sure-
vad paljud tallusjad vosud, eriti kui to6tlemisaeg on pikem, kuid iiksikud ellujddnud tallusjad vosud on tavaliselt saasteor-
ganismidest vabad. Neid tallusjaid vosusid voib kasutada uute kultuuride inokuleerimiseks.
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3. liide
Toitelahused

Viikese lemle ja kiiiirlemle jaoks soovitatakse erinevaid toitelahuseid. Vaikese lemle puhul soovitatakse kasutada Rootsi stan-
dardi (SIS) kohase toitelahuse modifikatsiooni, samas kui kiitirlemle puhul soovitatakse kasutada toitelahust 20X-AAP. Jarg-
nevalt on esitatud mdlema toitelahuse koostised. Nende toitelahuste valmistamiseks kasutatakse analiiiitiliselt puhtaid
reaktiive ja deioniseeritud vett.

Rootsi standardi (SIS) kohane lemle toitelahus

— -V pdhilahus steriliseeritakse autoklaavimise (120 °C, 15 minutit) vdi membraanfiltrimise (pooride 1abimoat ligikau-
du 0,2 pm) abil.

— VI pdhilahus (ja mittekohustuslik VII pdhilahus) steriliseeritakse membraanfiltrimise abil, neid lahuseid ei autoklaavita.

—  Steriilseid pShilahuseid hoitakse jahedas kohas valguse juurdepéisuta. I-V pShilahus visatakse dra kuus kuud parast val-
mistamist; VI philahuse (ja mittekohustusliku VII philahuse) siilimisaeg on ks kuu.

N Koostisaine Si;aldus pohila- | Sisaldus toitel- Toitelahus
uses (g717) huses (mg1™) Element Sisaldus (mg 1)

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

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

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

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

v Na,CO, 40 20 C 23
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v 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
FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

Y Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

vl MOPS (puhver) 490 490 — —

—  Uhe liitri SIS toitelahuse saamiseks lisatakse 900 ml deioniseeritud veele jirgmised komponendid:

— 10 ml I pohilahust;

— 5 ml II pdhilahust;

— 5 ml Il pohilahust;

— 5 ml IV pohilahust;

— 1 ml V pahilahust;

— 5 ml VI pohilahust;

— 1 ml VII pohilahust (mittekohustuslik).

Markus.  Taiendav VII péhilahus (MOPS puhver) voib olla vajalik teatavate uuritavate ainete puhul (vt punkt 1.4, viimane 16ik).

— 0,1 vdi 1 M HCl vdi NaOH lisamisega regulecritakse pH vddrtusele 6,5 + 0,2 ja lahuse maht viiakse deioniseeritud vee-
ga tthe liitrini.
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Toitelahus 20X-AAP

Pohilahuste valmistamiseks kasutatakse steriilset destilleeritud voi deioniseeritud vett.

Steriilseid p&hilahuseid hoitakse jahedas kohas valguse juurdepiisuta. Nendes tingimustes on pdhilahuste siilimisaeg vahe-
malt 6-8 nidalat.

Toitelahuse 20X — AAP viie pohilahuse (A1, A2, A3, B, C) valmistamiseks kasutatakse keemiliselt puhtaid kemikaale. Toi-
telahuse saamiseks lisatakse ligikaudu 850 ml deioniseeritud veele 20 ml iga pohilahust. 0,1 voi 1 M HCI voi NaOH lisami-
sega reguleeritakse pH viirtusele 7,5 + 0,1 ja lahuse maht viiakse deioniseeritud veega 1 liitrini. Seejarel filtritakse toitelahus
labi ligikaudu 0,2 pm pooridega membraanfiltri steriilsesse ndusse.

Katses kasutamiseks ette nahtud toitelahus tehakse valmis 1-2 pédeva enne kasutamist, et pH saaks stabiliseeruda. Enne ka-
sutamist kontrollitakse toitelahuse pH ja reguleeritakse seda vajaduse korral uuesti 0,1 v6i 1 M NaOH voi HCI lisamisega
eespool kirjeldatud viisil.

Pohilahus nr Koostisaine Sisaldzﬁ?)h (ll)a huses Sisszlsd‘(’r;g?ff,‘;la(‘,};u' TOitelahu‘S —
Element Sisaldus ()(mg1™)
NaNO;, 26 510 Na; N 190; 84
Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,-2H,0 44 90 Ca 24,04
A2 MgSO,:7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
H;BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCly-6H,0 0.16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA2H,0 | 0,30 6,0 — —
b ZnCl, 3,3 mgl™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™!
CoCl,"6H,0 1,4 mg!™ 29 pgl™ Co 7,1 pgl™!
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mgl™ 145 pgl™! Mo 58 pgl™
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™ 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Kui ei ole margitud teisiti.

Markus. Teoreetiliselt vajalik vesinikkarbonaadi 16ppsisaldus (mille puhul ei ole vaja markimisvéirselt reguleerida pH-d) ei ole 300 mg/l, vaid
15 mg(l. Varem, kaasa arvatud laboratooriumidevahelistes vordluskatsetes, on siiski kasutatud toitelahust 20X-AAP, mille vesinik-
karbonaadisisaldus on 300 mg/! (I. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development
and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.

Steinbergi toitelahus (vastab standardile ISO 20079)

Koostisainete sisaldus ja pohilahused

— Standardis ISO 20079 nahakse modifitseeritud Steinbergi toitelahuse kasutamine ette ainult viikese lemle, Lemna minor'i
puhul (kuna iiksnes viikest lemmelt seal lubataksegi kasutada), kuid katsed nditavad, et selle toitelahusega voib saada
hiid tulemusi ka kiiiirlemle, Lemna gibba puhul.

— Toitelahuse valmistamiseks kasutatakse keemiliselt voi analiiitiliselt puhtaid kemikaale ja deioniseeritud vett.

— Toitelahuse valmistamiseks kasutatakse pohilahuseid voi 10 korda kontsentreeritumat toitelahust (see on kdrgeim kont-
sentratsioon, mille puhul koostisained veel ei sadestu).
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Tabel 1

Stabiliseeritud pH-ga Steinbergi toitelahus (Altenburgeri modifikatsioon)

Koostisaine Toitelahus
Makroelemendid molekulmass mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NOs), - 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
Mikroelemendid molekulmass 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-dinaatriumdihiidraat 372,24 1 500,00 4,03
Tabel 2
Pohilahused (makroelemendid)
1. Makroelemendid (50-kordselt kontsentreeritud) g/l

Pohilahus 1:

KNO, 17,50

KH,PO, 4,5

K,HPO, 0,63

Pohilahus 2:

MgSO, - 7H,0 5,00

Pohilahus 3:

Ca(NOs;), - 4H,0 14,75

Tabel 3
Pohilahused (mikroelemendid)
2. Mikroelemendid (1 000-kordselt kontsentreeritud) mg|l

Pohilahus 4:

H,BO, 120,0

Pohilahus 5:

ZnS0, - 7H,0 180,0

Pohilahus 6:

Na,MoO, - 2H,0 44,0

Pohilahus 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Pohilahus 8:

FeCl; - 6H,0 760,00

EDTA-dinaatriumdihiidraat 1 500,00
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— Pohilahused 2 ja 3 voib kokku valada, samuti voib kokku valada ka pohilahused 4-7 (arvestades vajalikke
kontsentratsioone).

—  Siilimisaja pikendamiseks autoklaavitakse pShilahused 121 °C juures 20 minuti jooksul vi steriliseeritakse membraan-
filtrimisega (0,2 pm). Philahus 8 soovitatakse kindlasti steriliseerida membraanfiltrimisega (0,2 pm).

Vajaliku 16ppkontsentratsiooniga modifitseeritud Steinbergi toitelahuse valmistamine

— Ligikaudu 900 ml deioniseeritud veele (et valtida sadestumist) lisatakse a 20 ml pohilahuseid 1, 2 ja 3 (vt tabel 2).
— Lisatakse a 1,0 ml pdhilahuseid 4, 5, 6, 7 ja 8 (vt tabel 3).

— Toitelahuse pH peab olema 5,5 + 0,2 (pH reguleerimiseks lisatakse vaikseim vajalik kogus NaOH vdi HCI lahust).
— Toitelahuse maht viiakse veega 1 000 milliliitrini.

—  Kui pohilahused on steriilsed ja kasutatakse nouetekohast vett, ei ole lahust vaja tdiendavalt steriliseerida. Kui valmis
lahust steriliseeritakse, siis lisatakse pohilahus 8 pérast autoklaavimist (121 °C, 20 minutit).

Pikemaks siilitamiseks mdeldud 10-kordse kontsentratsiooniga modifitseeritud Steinbergi toitelahuse
valmistamine

—  Ligikaudu 30 ml deioniseeritud veele (et viltida sadestumist) lisatakse 4 20 ml pohilahuseid 1, 2 ja 3 (vt tabel 2).
— Lisatakse a 1,0 ml pohilahuseid 4, 5, 6, 7 ja 8 (vt tabel 3). Lahuse maht viiakse veega 100 milliliitrini.

—  Kui pohilahused on steriilsed ja kasutatakse nouetekohast vett, ei ole lahust vaja tdiendavalt steriliseerida. Kui valmis
lahust steriliseeritakse, siis lisatakse pohilahus 8 parast autoklaavimist (121 °C, 20 minutit).

— Loppkontsentratsiooniga lahuse pH peab olema 5,5 + 0,2.




